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Les cellules ont développé au cours de l’évolution des mécanismes moléculaires
leurs permettant de percevoir, d’intégrer et d’élaborer une réponse adéquate suite à une
stimulation donnée. Ces mécanismes sont entre autres assurés par des récepteurs
membranaires qui ont la capacité dc percevoir les variations de l’environnement externe et
de relayer cette information aux différentes voies de signalisation intracellulaires, assurant
ainsi la programmation de processus cellulaires appropriés. La famille des récepteurs
tyrosine kinases (RTKs), par exemple, est principalement impliquée dans le contrôle de la
prolifération, la différenciation et la survie cellulaire par l’intermédiaire de la voie de
signalisation RAS/MÀPK. Cette voie est composée de la petite GTPase RAS et du module
de signalisation composé des protéines kinases RAF, MEK et MAPK. fait à noter, cette
voie de signalisation est souvent suractivée dans les cancers humains. Un crible génétique
chez la Drosophile a permis de mettre en lumière la fonction d’une nouvelle protéine
d’échafaudage essentielle à la transmission de signaux au sein de cette voie, soit CNK.
Une étude de structure/fonction dans notre laboratoire a montré que CNK avait la capacité
de réguler l’activité de RAF dc manière positive et négative. En fait, sa partie amino
terminale permet d’intégrer des signaux dépendants de RAS en favorisant la
phosphorylation de MEK par RAF. Par contre, une région située dans la partie carboxy
terminale appelée « RAF-Inhibitory Region > (RIR) permet d’interagir avec RAF et
d’inhiber son activité kinase.
Cette thèse tente de démontrer les mécanismes moléculaires par lesquels CNK
intègre les signaux RTK-dépendants au sein de la voie RAS/MAPK. Les résultats montrent
que CNK devient phosphorylée sur résidus tyrosines suite à Factivation des RTKs. Cette
phosphorylation est dépendante de la TyrÏ 163, laquelle se retrouve dans ta région juste en
carboxy-terminale du RIR. La caractérisation fonctionnelle de cette tyrosine a confirmé
qu’elle possédait un rôle positif pour la fonction physiologique de CNK. Nous avons
d’ailleurs observé que cette tyrosine avait la capacité de recruter, de manière RTK
dépendante, la tyrosine kinase Src42. Étonnamment, plusieurs allèles pertes de fonction de
cnk ont été identifiés dans ta région entourant la Tyri 163 et démontrent également un
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défaut d’association à Src42. Nous avons constaté que Src42 s’associe à CNK
indépendamment de son activité kinase et contrecarre l’effet inhibiteur de la région RIR, ce
qui par conséquent se répercute positivement sur l’activité de RAF. Nous avons aussi
remarqué que ces effets médiés par Src42 étaient des événements indépendants de RAS.
L’ensemble de ces résultats a permis d’élaborer un modèle afin d’expliquer
comment CNK pourrait participer à l’intégration des signaux RTKs au sein de la voie
RAS/MAPK. Suite à l’activation d’un RTK, CNK intègre deux signaux conjointement
requis, l’un en provenance de RAS et l’autre de Src42, pour réguÏer l’activité de RAF. Le
signal provenant de RAS est intégré par la partie amino-terminale de CNK et favorise
l’activation de RAF alors que Src42 via son interaction avec la région Y1 163 permet de
relever l’inhibition sur RAF. L’intégration des deux signaux distincts par CNK
contribuerait à générer de la spécificité dans l’activation de la voie RAS/MAPK.
Mots clés: signalisation intracellulaire, RTKs, RAS, module MAPK, CNK, RAF, Src42.
VAbstract
Throughout evolution, eukaryotic cetis have developed molecular mechanisrns
allowing them to perceive, integrate and elaborate an adequate response following a given
stimulation. Those mechanisms depend on membrane receptors which have the capacity to
perceive the external variations ofthe environment and to relay this information to various
intracellular signatiing pathways, to in tum controt the programs of specific celiular
processes. For example, the receptor tyrosine kinase (RTK) family regulates ceil
proliferation. differentiation and survivai via the activation of the RAS/MAPK pathway.
This signailing module is cornposed of the srnaii GTPase RAS and three protein kinases
calÏed RAF, MEK and MAPK. This moduÏe is often overactivated in human cancers. A
genetic screen using Drosophila identified a new scaffoiding protein named CNK, which is
essential for this pathway. A structure/function study in our Iaboratory showed that CNK
had. the capacity to controf positively and negativeiy RAF activity. Its amino-terminal
region integrates signais coming from RAS which stimulate phosphorylation of MEK by
RAF. On the other hand, a region iocated in the carboxy-terminal part of the protein, calied
“RAf-Inhibitory Region” (RIR), interacts with RAF and inhibits its kinase activity.
We sought to elucidate the molecular mechanisms by which CNK integrates RTK
dependent signais in the RAS/MAPK pathway. Our resuits show that RTK activation
induces tyrosine phosphorylation of CNK and that the TyrI 163 residue, which is found in
the area next to the RIR region, is required for this event. This residue lias then been
functionaily characterized. We found that it is positively required for thc physiological
function of CNK and that it recruits the tyrosinc kinase Src42 in an RTK-dependent
manner. Strikingly, we observed that Src42-binding is critical for the positive action of
CNK by apparently relieving the inhibitory effect of the RIR. further, this phenomenon
does flot appear to depend on the catalytic function of Src42, but on the abiiity of its SH3
and SH2 domain to associate with CNK.
Together, our resuits lcd us now to propose that CNK integrates two RTK-gcnerated
signais to regulate RAF activation: 1) pYl 163-dependent 5rc42 binding releases the
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inhibitory effect of the RIR, and 2) RAS activity is integrated by its arnino-temiinal
portion, which in tum stimulates RAF catalytic function. The integration of two distinct
signais by CNK wouid contribute to generate specificity regarding the activation of the
MAPK moduie.





Table des matières Vil
Liste des tableaux XI
Liste des figures XII
Liste des abréviations XIV
Dédicace XIX
Remerciements XXI
Avant-propos et contribution des auteurs XXIII
1. CHAPITRE 1
Introduction
1.1. Les voies de signalisation intracellulaires 2
1 .1.1. Homéostasie cellulaire et cancer 2
1.1.2. La phosphorylation 3
1.1.2.1. Les domaines kinases et phosphatases 4
1.1.3. Les domaines d’interaction protéiques 6
1.2. Les cascades de signalisation MAPK 7
1.3. Le module RAF/MEK!ERK 11
1.3.1. Mécanismes d’activation du module RAF/MEK!ERK Il
1.3.1.1. Les récepteurs 11
1.3.1.1.l.LesRTKs 11
1.3.1.1.2. Les récepteurs à cytokines 12
1.3.1.1.3. Les intégrines 13
1.3.1.1.4.LesGPCRs 14
1.3.1.2.RAS 16
1.3.1.2.1. Les GAPs et les GEFs 16
1.3.1.2.2. Maturation et localisation intracellulaire 17
1.3.1.2.3. Les protéines effectrices 20
VIII
1.3.1.2.4. Régulation du module RÀF/MEK!ERK .21
1.3.2.RAF .22
1.3.2.1. Mécanisme de régulation et d’activation 24
1.3.2.2. Fonction indépendante de la voie ERK 30
1.3.2.3. Les partenaires de RAF 32
1.3.3.MEK 34
1.3.4.ERK 35
1.3.4.1. Mécanismes de régulation et d’activation 35
1.3.4.1.1. Spécificité de phosphorylation 36
1.3.4.1.2. Localisation subcellulaire 3$
1.3.4.2. Fonctions biologiques 40
1.3.5. Spécificité du module RTK!RAS/ERK 41
1.4. Les protéines d’échafaudage 42
1 .4.1. Fonction 42
1.4.2. Régulation 46





1.6.1. Structure tridimensionnelle 61
1.6.2. Mécanismes d’activation et de régulation 63
1.6.3. Les SFKs chez la Drosophile 64
1.7. Organismes modèles 64
1 .$. Objectifs de la thèse 66
2. CHAPITRE 2 6$





2.3. Materials and rnethods 74
2.3.1. Plasmids 74
2.3.2. Genetics, Molccular Analysis and Histology 75
2.3.3. CeIl Culture and Transfections 75
2.3.4. Protein Analysis and Antibodies 76
2.4. Results and discussion 77
2.4.1. Endogenous CNK is Tyrosine-Phosphoiylated upoti RTK Activation 77
2.4.2. CNK Tyrosine Phosphoiylation and Activity Depend on its Y1163 Region .... 77
2.4.3. Src42 Associates with CNK and Mediates CNK Tyrosine Phosphorylation
in an RTK-depcndent Manner $6
2.4.4. Src42 Regulates Positively MAPK Activation through the Y 1163 Region
ofCNK 92
2.4.5. CNK-integrated Src42 Effect on the MAPK Pathway Primarily Depends
on its Binding Function 95
2.4.6. Src42 does flot phosphorytate the Y1163 rcsidue ofCNK 105





3.1. Caractérisation du processus de phosphorylation RTK-dépendant de CNK 116
3.2. Analyses structurelle et fonctionnelle des allèles de Src42 120
3.3. Caractérisation du mécanisme par lequel CNK intègre les signaux de Src42
pour réguler l’activité de RAF 125
3.4. fonction de CNK dans l’orchestration des différentes voies de signalisation
conduisant à l’activation du module MAPK 135
3.5. Implication de CNK dans d’autres voies de signalisation 144






Table 2.1 Genomic Rescue Experiments Revealed the RIR / Y1163 Region Interplay
within CNK $5
Supplemental Table 2.1 Src128382 and Src42527 alicles supprcss raJJM7 and raf”°
male hemizygous lethality 9$
XII
Liste des figures
Figure 1 .1 Représentation schématique des différentes voies de signalisation de type
MAPK et Leurs réponses biologiques 8
f igure 1.2 Représentation schématique des différentes voies de signalisation en aval
de RAS et leurs réponses biologiques 1$
Figure 1 .3 Représentation schématique de la structure de C-RAf 23
Figure 1.4 Représentation schématique des protéines d’échafaudage appartenant aux
différentes voies de signalisation de type MAPK 44
Figure 1.5 Représentation schématique de la structure de KSR et de ses différents
partenaires protéiques 49
Figure 1.6 Représentation schématique de la structure de CNK et de ses différents
comportements au sein de la voie ERK 54
Figure 1 .7 A : Représentation schématique de structure de c-Src. t Représentation
schématique du mécanisme d’activation de Src 62
Figure 2.1 Activation of RTKs Induces Tyrosine Phosphorylation of Endogenous
CNK 78
Figure 2.2 The Y1163 Region is Essential for CNK function and Tyrosine
Phosphorylation 81
Figure 2.3 Forced Expression of cnk”631 Interferes with Drosophila Eye
Development 84
Figure 2.4 5rc42 Associates and Mediates CNK Tyrosine Phosphorylation in an
RTK-dependent manner 87
Figure 2.5 5rc42 is a Positive Component of the MAPK pathway that Acts Through
the Y 1163 Region ofCNK 93
f igure 2.6 $rc42382 Acts as a Gain-of-function Allele in the Presence 0fRASVI2 97
Figure 2.7 Molecular Characterization ofSrc12 Gain-of-function Alleles 101
Figure 2.8 Characterization ofthe Src42 binding function on CNK 106
Figure 3.1 Représentation schématiqLle du mécanisme dactivation de CNK suite à
l’activation d’un RTK 138
XIII
Supplemental figure 2.1 Mapping of CNK Tyrosine Phosphorylation.79
Supplernental f igure 2.2 SEV-induced tyrosine phosphorylation of CNK is RAS-,
Src64- and Tec29-independent 89
Supplemental f igure 2.3 Src-mediated CNK Tyrosine Phosphorylation 90
Supplernental figure 2.4 Assessrnent of Catalytic Activity of Src42 Mutations
Identifled in vivo 1 00




Abi Abelson tyrosine kinase
ADN Acide DésoxyriboNucléique
AfAP-1 10 Actin f ilament-Associated Protein of 110 kDa
AKAPs A Kinase Anchor Proteins
AMPc cyclic Adenosine MonoPhosphate
AP-1 Activating Protein-1
AP-2 cÏathrin Adapter Protein-2
ARNi ARN interférence
ASKI Apoptosis Signal-regcLtating Kinase 1
ATIaR Angiotensine II type la Receptor
ATP Adénosine TriPhosphate
BAD Bd-2 Antagonist of ccli Death
BAG1 Bcl-2-interacting protein
Bd-2 B-cell CLL/lymphoma 2
BemI Bud ernergence mediator I
BTK Bruton Tyrosine Kinase
CAPRI Calcium-Promoted RAS Inactivator
CD Common Docking
Cdc37 Ccli divison cycle 37 s. cerevisae homologue
CDKs Cyclin Dependent Kinases
CNK Connector eNhancer of KSR
CRD Cysteine-Rich Domain
CREB cAMP Responsive Element Binding protein
CRIC Conserved Region In CNK
Csk CT Src kinase
CT carboxy-terniinale
C-TAK1 CDC25C-Associated Kinase 1
DAG Diacyiglyccrol
DAL-Ï Differentially expressed in Adenocarcinoma ofthe Lung-l
XV
DLK Dual Leucine zipper bearing Kinase
DVD Dornain for Versatile Docking
E33 I Epidermal growth factor receptor-dependcnt
EGF Epidermal Growth Factor
EPAC Exchange Protein directly Activated by cAMP
EPS$ Epidermal Growth factor receptor pathway Substrate 8
ERK Extracellular signal-Regulated Kinase
FAK focal Adhesion Kinase
fBS Fetal Bovine Serum
FGf Fibroblast Growth Factor




GEF s Guanine nucleotide Exchange Factors
GITI GRK-Interactor 1
GMP Guanosine MonoPhosphate
GPCRs G Protein-Coupled Receptors
GRB2 Growth factor Receptor-Binding protein 2
GRK-2 G-protein coupled Receptor Kinase 2
GTP Guanosine TriPhosphate
HGF Hepatocyte Growth Factor
HIV-1 Human Imrnunodeflciency Virus-1
HOGI High Osrnolarity Glycerol I
Hsp9O Heat shock protein 90
HYP HYPhen
IKAP I-KB Kinase cornplex-Associated Protein
IKKJ3 I-KB Kinase B
IL InterLeukine
IMP Impedes Mitogenic signal Propagation
xv’
LNAD Inactivation No Afierpotential D
1P3 Inositol(1 ,4,5)tris-Phosphate
IRS Insulin Receptor Substrate
15 Inhibitory Sequence
JAKs Janus Kinase
JIP- I JNK Interacting Protein
INK Jun amino-terminal Kinase
KDN KSR Dominant Negativc
KIM Kinase Interaction Motif
KSR Kinase Suppresor of RAS
LPA LysoPhosphatidic Acid
LPS LypoPolySaccharide
LSP1 Lymphocytc-Specific Protein 1
Mae Modulator of the activity of ets
MAGUTN Membrane-Associated GUanylate kinase-INteracting protein
MAPK Mitogen Activated Protein Kinase
MAPKAP MAPK-Activated Kinase
MEKI MA? kinase/ERK Kinase
MEKKI MEK Kinase
MKK3 MAPK Kinase-3
MKPs MAP Kinase Phosphatases
MLK2 Mixed-Lineage Kinase-2
MNK1 MAPK-iNteracting Kinase 1
MORG1 MAPK ORGanizer 1
MP 1 Mek Partner 1
MST2 MKN28-derived non-receptor type of Serine/Thrconine kinase 2
Nef Negative factor
NES Nucicar Export Signal
Nf-KB Nucicar Factor K B
NGF Nerve Growth Factor
XVII
Nord Novel RAS effector 1
NT amino-Terminale
pI3OCAS 130 kDa Crk-Associated Substrate
PAK p21 Activated Kinase
PAR2 Protcase-Activated Receptor 2
PDE4 cAMP-specific farnily 4 Phosphodiesterase
PDGF Platelet-Derived Growth Factor
PDZ PSD-95/DLG-1/ZO-1
PEA- 15 Phosphoprotein Enriched in Astrocytes 15
PH Pleckstrin Homology
PI-3K Phosphatidyl Inositol-3 Kinase
PIN I Peptidyl-prolyl cis-trans Isomerase NIMA-interacting 1
PIP2 Phosphatididyllnositol-4,5-bisPhosphatc
PIX PAK-Interacting eXchange factor
PKA Protein Kinase A
PKC Protein Kinase C
PLCy Phospho-Lipase C gamma-1
PLCf3 Phospho-Lipase 3
PP1 Protein Phosphatase 1
P5D95 PostSynaptic Density protein of 95 kDa
PTB PhosphoTyrosine Binding
PTK6 Protein Kinase 6
PTP-SL Protein Tyrosine Phosphatase SL
PYK2 ProÏine-rich Tyrosine Kinase 2
RA Ras Association domain
RACKs Receptors for Activated C-Kinase
RAF RApidly growing Fibrosarcomas
RAS Rat Sarcoma
RASGRP1 RAS Guanyl Releasing Protein 1
RASSFIA RAS association domain family lA gene
XVIII
Rb Retinoblastoma tumor suppressor protein
RBD Ras Binding Domain
RIM RAF-Interacting Motif
RIR Raf Inhibitory Region
RKIP RAf-1 Kinase Inhibitor Protein
Rif RALGDS-like factor
Rsk p90 Ribosomal s6 kinase
RSV Rous Sarcoma Virus
RTKs Receptor Tyrosine Kinases
SAM Sterile Alpha Motif
Sam68 Src-Associated substrate during Mitosis of 68 kDa
SEF1 Similar Expression to FGF Genes
SEV Scvenless
SFKs Src-Family protein tyrosine Kinase
SGK Serum and Glucocorticoid-regulated Kinase
SH2 Src-Homology 2
SHP-2 SH2 Inositol 5-Phosphatase 1
Sin Src Interacting
SOS Son 0f Sevenless
SRF Serum Response Factor
S-SCAM Synaptic SCAffolding Molecule
STATs Signal Transducers and Activators of Transcription
STE2O Sterile 20
SUR-8 SUppressor of RAS mutation-8
TAB1 TAK1 Binding protein 1
TAKÏ TGf-f3-Activated protein Kinase
TCFs Ternary Complex factor
TRP Transient Receptor Potential
VDAC Voltage-Dependent Anion Channel
VEGF Vascular Endothelial Growth Factor
XIX
Dédicace
À mon épouse Métanie,
à mon fils Antoine,
à ma famille et amis.
xx
“Les espèces qui survivent ne sont pas les espèces
les plusfortes, ni les plus intelligentes, mais celles




La réalisation de mon doctorat n’aurait pas été possible sans la présence à mes côtés
de l’amour de ma vie, Mélanie. J’aimerais la remercier pour sa présence, son soutien et ses
galettes au gruau qui mon permis de tenir le coup durant toutes ces années. Elle a été ma
source d’inspiration la plus profonde et la plus sincère. J’aimerais également remercier
mon fils Antoine pour les moments précieux que nous avons vécu et vivrons ensemble.
Je voudrais aussi souligier le support déterminant de mes parents Lise et Serge qui
sont pour moi des modèles vivants d’inspiration et de courage. J’aimerais les remercier
pour leurs encouragements et leur support moral. Qu’ils trouvent dans cette thèse la
récompense et la fierté de tout leur labeur. Un gros merci à mes deux soeurs Sophie et Julie
qui m’ont grandement soutenu dans cette aventure. J’ai la chance d’avoir deux soeurs
extraordinaires. À mes beaux-frères Mai-tin et Gino ainsi qu’à mes deux neveux Guillaume
et Hugo, j’aimerais les remercier pour leur soutient et leur joie de vivre. Ma belle-famille
m’a également supporté et je leur en suis très reconnaissant pour ce geste. J’aimerais
remercier francine, Jacques, Nadine et Maxime ainsi que Stéphane et Annie pour leurs
encouragements. Je dois également remercier mes amis Nathalie Bériault, Patrice Racine,
Caroline Bériault, Sylvain Lalonde, Tanya Rivard, Éric Côté, Marylène Hince, Éric
Bériault et Francine Bériault. Leur compréhension et leur support moral m’a permis de
foncer durant les moments les plus difficiles.
J’aimerais remercier mon directeur de thèse le Dr Marc Therrien pour sa
supervision, sa confiance, sa disponibilité et sa détermination. Ses conseils judicieux et sa
perspicacité ont été un élément crucial dans la réussite de ce projet de recherche. J’aimerais
également remercier les différentes personnes passées et présentes que j’ai côtoyé durant
ces années au laboratoire. Plus particulièrement, j’aimerais souligner les très belles années
que j’ai passé avec le Dr François Roy. J’aimerais le remercier pour son amitié et sa
générosité. J’aimerais également donner une attention particulière à Mai-tin Lefrançois
pour son dévouement et son aide précieuse. Je voudrais aussi prendre le temps de
XXII
remercier la coordonnatrice du programme de Biologie Moléculaire Viviane Jodoin pour sa
disponibilité, sa perspicacité et son altruisme.
Je suis très reconnaissant envers Marc Therrien, l’IRCM, l’IRIC et le Programme de
Biologie Moléculaire de l’université de Montréal pour leur support financier durant mes
études doctorales.
Je tiens à remercier les Drs Sylvain Meloche, Gerardo ferbeyre et Michel Tremblay
d’avoir accepter de lire et de réviser ma thèse.
Merci à tous ceux et celles que j’oublie....
XXIII
Avant-propos et contribution des auteurs
La voie de signalisation intracellulaire RAS/MAPK est souvent suractivée dans les
cancers humains. Il devient donc important de s’attarder à la caractérisation moléculaire de
cette voie afin de comprendre en détail les mécanismes qui contrôlent son activation. La
recherche en signalisation a rapidement progressé ces dernières années suite à l’arrivée de
nouvelles techniques dans le domaine de la protéomique, mais également grâce à
l’élaboration de cribles génétiques utilisant des organismes modèles. La mouche à fruit (D.
melanogaster) est un modèle d’étude qui a souvent été utilisé dans le passé pour étudier
différents processus cellulaires et qui a largement contribué à l’avancement de la biologie
expérimentale. Différents cribles génétiques axés sur la caractérisation des voies de
signalisation en aval des RTKs ont été élaborés. L’un d’entre eux a permis de mettre en
lumière la participation d’une nouvelle composante appelée CNK, laquelle constitue le
sujet principal de cette thèse. La combinaison de techniques génétiques et biochimiques a
été utilisée afin d’investiguer le rôle que pourrait jouer cette composante au sein de la voie
RAS/MAPK.
Cette thèse est structurée en trois chapitres. Le premier chapitre est constitué d’une
introduction présentant une revue littéraire des différents mécanismes qui régulent la
transmission des signaux au sein de la voie RAS/MAPK.
Le chapitre 2 est représenté par un article scientifique récemment publié dans la
revue EMBO J. Son contenu traite de la caractérisation moléculaire par laquelle CNK
intègre les signaux provenant des RTKs lors de l’activation de la voie MAPK. Cet article
regroupe la majeure partie des travaux de recherche que j’ai effectués durant ma formation
dans le laboratoire du Dr Marc Therrien et constitue le corps de l’ouvrage. J’ai participé de
manière significative à ta conception de la majorité des figures. Les autres auteurs de ce
manuscrit ont participé à la réalisation de certaines données. En effet, le Dr Marc Therrien
a effectué la séquence des différents allèles de CNK (f igure 2.23). Dc plus, Mélanie
Douziech m’a aidé dans l’élaboration des mouches transgéniques de CNK (Table I). Elle a
aussi participé à la caractérisation biochimique de CNK suite à l’activation de la voie
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MAPK par Ras”12 (f igure 2.5D). J’ai participé à la rédaction de ce manuscrit, mais il a
principalement été écrit par le Dr Marc Therrien.
Le chapitre trois constitue une discussion détaillée des données obtenues dans le
corps de l’ouvrage. Cette section propose plusieurs hypothèses quant à la fonction de CNK
et suggère différentes approches afin de poursuivre les travaux exposés dans cette thèse.
Les dernières lignes sont consacrées à une brève conclusion.
L’annexe 1 contient un article de Mélanie Douziech publié en 2003 dans la revue
EMBO J. Cet article présente les résultats d’une étude structure/fonction et démontre que
CNK possède une activité à double action. La caractérisation et l’élaboration des
mécanismes moléculaires dans cet article permettent de mieux comprendre les éléments qui
seront discutés dans le corps de l’ouvrage. Ma contribution dans cet article a été de réaliser




21.1. Les voies de signalisation intracellulaires
Les êtres vivants ont développé, au cours de l’évolution, des mécanismes cellulaires
qui leur permettent de percevoir et de répondre adéquatement aux variations provenant de
leur environnement externe. Ces mécanismes se sont spécifiquement adaptés dans le but de
permettre à la cellule de maintenir son homéostasie et d’accomplir ses fonctions
biologiques. Par exemple, chez la levure, les variations osmotiques du milieu environnant
sont détectées et interprétées par des mécanismes moléculaires, lesquels contribuent à la
mise en place de nouvelles conditions d’adaptation (Seet and Pawson, 2004). Durant
l’embryogenèse chez la souris, les cellules du système hématopoïétique doivent intégrer
adéquatement les signaux afin de s’engager dans leur processus de différenciation (Lecuycr
and Hoang, 2004). Les cellules expriment à leur surface toute une panoplie de récepteurs
capables de percevoir des signaux extracellulaires particuliers. Ces récepteurs possèdent la
capacité d’initier des cascades de signalisation intracellulaires afin de répondre de façon
appropriée à une stimulation donnée. Les études sur les mécanismes de transmission des
signaux ont permis de déterminer que cette information est principalement véhiculée par
des voies de signalisation spécifiques. Plusieurs d’entre elles convergent vers le noyau
cellulaire pour moduler la transcription dc gènes particuliers. Dans certains cas, elles
peuvent aussi moduler différents facteurs cytoplasmiques par des modifications post
traductionnelles dans le but d’induire une réponse appropriée (Hunter, 2000).
1.1.1. Homéostasie cellulaire et cancer
L’ensemble des voies de signalisation forme un réseau complexe permettant la mise
en place de divers programmes cellulaires, telles la croissance, la mobilité, la
différenciation et l’apoptose. Une régulation étroite de ces différents processus est
essentielle afin d’assurer l’homéostasie cellulaire autant durant l’embiyogenèse que chez
l’adulte. L’altération de la transmission d’un signal au sein de ces voies peut affecter
négativement un ou plusieurs comportements cellulaires et mener au développement de
diverses maladies humaines (Force et al., 2004). Notre laboratoire s’intéresse plus
particulièrement au cancer. Cette maladie est associée à la perturbation de voies de
3signalisation intracellulaires entraînant par conséquent la transformation des cellules saines
en cellules cancéreuses (Vogelstein and Kinzler, 2004). Dans ces circonstances, ces
cellules adoptent différentes caractéristiques telles l’incapacité de contrôler la prolifération,
l’apoptose, la mobilité et la survie, tout en ayant le potentiel d’envahir les tissus
environnants et éventuellement former des métastases (Hanahan and Weinberg, 2000;
Martin, 2003). Nos recherches s’attardent principalement à la caractérisation des
mécanismes moléculaires dc transmission des signaux dc la voie RAS (Rat Sarcoma) /ERK
(Extracellular signal-Regulated Kinase), laquelle est souvent suractivée dans les cancers
humains (Reddy et al., 2003).
1.1.2. La phosphorylation
La perception et l’interprétation de signaux s’accomplissent habituellement de la
surface vers l’intérieur de la cellule par différents procédés. La nature a développé
plusieurs mécanismes de régulation moléculaires afin de transmettre de façon efficace et
spécifique les signaux à travers ta cellule. Ces phénomènes sont basés sur deux types dc
mécanismes, soit la modification covalente et la régulation allostérique (Kennelly, 2003).
Les voies de signalisation intracellulaire utilisent la phosphorylationldéphosphoiylation
comme modification covalente pour véhiculer l’information (cette réaction sera discutée
plus en détail dans les prochaines lignes). La phosphorylation est une réaction enzymatique
qui attache de façon covalente un groupement phosphate, provenant de l’ATP (Adénosine
Triphosphate) (en position y), sur un acide aminé spécifique telles la sérine, la thréonine ou
la tyrosine. La déphosphorylation est la réaction inverse où le groupement phosphate est
détaché du résidu (Morrison et al., 2000; Zhang et al., 2002). Ces réactions enzymatiques
sont respectivement catalysées par des protéines qui encodent des domaines kinases et
phosphatases. Ces enzymes représentent environ 2 % des 32 000 gènes identifiés lors du
séquençage du génome humain, soit 520 kinases et 113 phosphatases (Blume-Jensen and
Hunter, 2001; Manning et al., 2002). La phosphorylation et la déphosphorylation sont des
réactions qui permettent de moduler la fonction des protéines en affectant, entre autres, leur
activité enzymatique, leurs interactions avec d’autres protéines, leur localisation
intracellulaire ainsi que leur stabilité. II existe un équilibre entre l’activité des kinases et
4des phosphatases pour contrôler adéquatement la transmission du signal. La dérégulation
de l’activité de ces enzymes cause souvent l’apparition de maladies humaines (Blume
Jensen and Hunter, 2001; Tsatsanis and Spandidos, 2004; Zhang et al., 2002).
1.1.2.1. Les domaines kinases et phosphatases
Les domaines kinases et phosphatases sont très conservés durant l’évolution
(Manning et al., 2002). On les retrouve autant chez les récepteurs que dans les protéines
cytoplasmiques et nucléaires. Ces enzymes peuvent être subdivisées selon leur habileté à
phosphoryler ou à déphosphoryler soit les sérines/thréonines, soit les tyrosines (Barford et
al., 199$; Manning et al., 2002; Stoker, 2005). Certaines kinases/phosphatases à double
spécificité possèdent la capacité d’agir autant sur les sérines/thréonines que sur les tyrosines
(Blume-Jensen and Hunter, 2001; Zhang et al., 2002). L’activité de ces domaines est
hautement régulée par différents mécanismes moléculaires leur permettant ainsi de
contrôler spécifiquement la transmission des signaux au sein des voies de signalisation
intracellulaires. Les prochaines lignes s’attardent plus particulièrement à la description de
la structure des domaines kinases afin de faciliter la compréhension des résultats exposés
dans cette thèse.
Les domaines kinases sont formés d’environ 250-300 acides aminés caractérisés par
douze sous-domaines conservés (I-XI). La cristallisation de plusieurs domaines kinases, en
condition active ou inactive, a permis de définir leur architecture en solution. Ils sont
principalement formés de deux lobes. Le lobe en NT (amino-Terminale) (N-lobe) est
constitué de cinq feuillets f3 et d’une hélice Œ (hélice OEC) (sous-domaine I-IV), alors que le
lobe en CT (C-lobe) est principalement formé d’hélices (sous-domaine VI-XI). Le sous
domaine V encode pour une région flexible qui relie les deux lobes. L’orientation des deux
lobes peut osciller entre deux conformations et ce, en fonction de l’état d’activation de
l’enzyme. La fixation de l’ATP et le site actif sont localisés entre les deux lobes alors que
la reconnaissance du substrat se fait plutôt au niveau du C-lobe (Ruse and Kuriyan, 2002).
En condition activée, le site actif des différents domaines kinases s’oriente de façon
très similaire. Cette conformation favorise le positionnement des résidus impliqués dans la
5réaction catalytique. Par exemple, dans le sous-domaine I, une région riche en glycine
(boucle-G ou -P) peut fixer et orienter l’adénine de l’ATP durant la catalyse. Deux autres
résidus invariables dans le N-lobe, soit la lysine du sous-domaine II et le glutamate de
l’hélice OEC, forment également des liens avec I’ATP pour permettre de coordonner les
phosphates Œ et 13. L’orientation de l’hélice OEC est très importante dans la détermination de
l’état actif et inactif du domaine kinase.
Le C-lobe, de son côté, contient la boucle catalytique (sous-domaine VIB) et le
segment d’activation (ou boucle-A) (sous-domaine Vil-VIII). La boucle catalytique est
impliquée dans le mécanisme de transfert du phosphate et l’orientation du substrat au site
actif. Un résidu aspartate situé dans cette région fonctionne comme base catalytique pour
enclencher la réaction de transfert du y-phosphate. Le segment d’activation quant à lui,
s’étend entre les motifs conservés Asp-Phe-Gly (DFG) et Ala-Pro-Glu (APE) et sa longueur
varie selon les kinases. Ces motifs sont respectivement impliqués dans la stabilisation de
l’ATP et la rèconnaissance du substrat. L’aspartate du motif DfG coordonne les
groupements phosphates de l’ATP par sa liaison à l’un des deux ions magnésium. Ce motif
stabilise également la conformation active de l’enzyme en interagissant avec l’hélice OEC du
N-lobe. Le motif APE, localisé dans la boucle appelée P+l, fait contact avec le substrat par
l’intermédiaire de son association au résidu qui suit le site de phosphorylation. Ce motif
détermine aussi la spécificité de la kinase en déterminant sa préférence pour les Ser/Thr ou
les Tyr. Le segment d’activation contient également la boucle d’activation qui est
impliquée dans le mécanisme d’activation des domaines kinases. En condition inactive, le
segment d’activation adopte une conformation incompatible avec la catalyse. La boucle
d’activation est caractérisée par la présence d’acides aminés qui peuvent être phosphorylés
soit par autophosphorylation, soit par d’autres kinases. Ces événements de phosphorylation
(un ou plusieurs) provoquent la reconfiguration de la structure du segment d’activation en
rapprochant le substrat et les résidus catalytiques au niveau du site actif (Johnson et al.,
1996).
Même si toutes les familles de protéines kinases exécutent la même réaction
enzymatique, il existe des divergences mécanistiques qui distinguent chacune d’entre elles.
Pour certaines, le mécanisme de phosphorylation de la boucle d’activation n’est pas
6suffisant pour reconfigurer complètement leur domaine kinase dans un état actif Ces
kinases ont développé des mécanismes d’activation distincts qui garantissent leur
régulation. Fait intéressant, la diversité de ces mécanismes d’activation résulte des
différentes conformations inactives qu’elles adoptent pour stabiliser leur structure. Par
exemple, l’implication d’une sous-unité conjointe ou d’un motif particulier situé à
l’extérieur du domaine kinase peut participer à l’adoption d’une structure inactive
particulière. Ces différents mécanismes d’activation leur permettent d’assurer
L’établissement d’une fonction biologique spécifique (Johnson et al., 1996; Nolen et al.,
2004).
1.1.3. Les domaines d’interaction protéiques
Les protéines sont modulaires, c’est-à-dire qu’elles contiennent différentes régions
distinctes principalement formées par des domaines protéiques qui collaborent entre eux
afin de définir l’activité d’une protéine. De concert avec la phôsphorylation, la
caractérisation de ces différents domaines au sein des molécules de signalisation a permis
de mieux comprendre comment l’infoniiation est spécifiquement véhiculée à travers la
cellule. Les recherches ont permis de constater qu’ils étaient impliqués dans des
interactions avec d’autres protéines, des lipides, des acides nucléiques et de petites
molécules (Pawson, 2003). Ces domaines peuvent participer à différents niveaux dans les
processus de signalisation intracellulaires. Entre autres, ils peuvent soutenir l’assemblage
de complexes multiprotéiques, le ciblage d’une protéine dans un compartiment particulier
et la formation d’interactions intramoléculaires au sein d’une protéine permettant
l’obtention d’une structure particulière. La disposition et la combinaison des différents
domaines au sein d’une protéine déterminent souvent sa spécificité d’action (Pawson and
Nash, 2003).
Voici quelques exemples de ces domaines. Les domaines SH2 (Src-Homology 2) et
PTB (Phosphotyrosine Binding) ont l’habileté de lier des phosphotyrosines. Les domaines
SH2 reconnaissent un petit module composé d’une tyrosine phosphorylée suivi de 3 à 5
acides aminés qui détermine la spécificité de l’interaction (Buday, 1999). Pour ce qui est
du domaine PTB, ce sont les acides aminés qui précèdent la phosphotyrosine qui
7déterminent la spécificité (Yaffc, 2002). Les domaines SH3 et WW reconnaissent des
séquences consensus formées majoritairement de prolines (Buday, 1999; Sudol et al.,
2001). Les domaines SAM (Sterile Alpha Motif) sont capables de former des homo ou
hétérooligomères avec d’autres domaines SAM (Schultz et al., 1997). Le domaine PDZ
(PSD-95/DLG-1/ZO-1) reconnaît souvent des acides aminés hydrophobes dans la région
CT (carboxy-terminale) des protéines et le domaine PH (Pleckstrin Homology) lie les
phosphoinositides (Lemmon and Ferguson, 2000; Nourry et al., 2003).
1.2. Les cascades de signalisation MAPK
Les protéines de type MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) sont des kinases
qui coordonnent une multitude de programmes cellulaires en réponse à différents signaux
physiques et chimiques. Ces enzymes ont été conservées durant l’évolution et permettent à
la cellule de maintenir sa fonction physiologique au sein d’un organisme. De plus, elles
participent, avec d’autres kinases, à l’élaboration d’un réseau de voies de signalisation
divisé en modules selon leur capacité à être spécifiquement activées par un signal donné
(Chen et al., 2001; Pearson et al., 2001; Widmann et al., 1999). Chaque module consiste en
une unité de transmission composée de trois membres: MAPKKK — MAPKK —* MAPK
(Figure 1.1). L’activation de chacune de ces voies de signalisation se fait par une cascade
de phosphorylation séquentielle entre les membres à partir de la MAPKKK jusqu’à la
MAPK. Lorsque la MAPK est activée, elle peut à son tour phosphoryler différents
substrats effecteurs afin de générer une réponse adéquate. Les voies ERK, JNK (Jun
amino-terminal Kinase), p38, ERK3 et ERK5 comptent parmi les voies de signalisation de
type MAPK (Bogoyevitch and Court, 2004; Kolch, 2000; Nebreda and Porras, 2000;
Nishina et al., 2004) (Figure 1.1).
Le mécanisme d’activation de la MAPK semble être accompli par une kinase à
double spécificité (MAPKK). Ces enzymes sont capables de phosphoryler les résidus
thréonine et tyrosine dans un motif spécifique Thr-X-Tyr, situé dans la boucle d’activation
des MAPKs (Bogoyevitch and Court, 2004) (Figure 1.1). Cette caractéristique leur confère
une spécificité d’activation typique. La boucle d’activation de ERK3 se distingue des
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Figure 1.1 Représentation schématique des différentes voies de signalisation de type
MAPK et leurs réponses biologiques (Garrington et al., 1999).
9autres MAPKs. La thréoninc est remplacée par une sérine alors que la tyrosine est changée
en glycine (f igure 1.1). Cette sérine peut être phosphorylée, mais la répercussion
biochimique de cet événement sur la fonction de ERK3 n’est pas connue (Cheng et al.,
1996). Du côté des MAPKKs, elles sont activées par les MAPKKKs via une
phosphorylation des résidus sérines ou thréonines également positionnés dans leur boucle
d’activation. Contrairement aux MAPKKs, les MAPKKKs possèdent une spécificité
d’action beaucoup moins restreinte. Par exemple, les voies JNK et p38 peuvent être
activées par plusieurs MÀPKKKs (Figure 1.1). Certains résultats ont cependant permis
d’éclaircir la signification d’une telle diversité. Les mécanismes moléculaires qui
déterminent la spécificité d’action de ces enzymes lors dune stimulation donnée ont été
étudiés. Tout d’abord, une analyse réalisée dans les cellules S2 chez la Drosophile a permis
de clarifier la pertinence des différentes MAPKKKs suivant l’activation de la voie JNK par
divers agents. Les résultats montrent que l’activation de la voie par le LPS
(Lypopolysaccharide) ne requiert que la présence de TAKI (TGf-j3-Activated protein
Kinase). Par contre, l’activation de JNK par le sorbitol requiert la présence d’au moins
quatre MAPKKKs (TAK1, MLK2 (Mixed-Lineage Kinase-2), ASK1 (Apoptosis Signal
regulating Kinase 1), MEKK1 (MEK Kinase)) (Chen et aI., 2002). Ces résultats montrent
que pour une stimulation donnée, la cellule peut utiliser, seule ou en combinaison,
différentes MAPKKKs pour propager les signaux. Par ailleurs, un domaine d’ancrage
appelé DVD (Domain for Versatile Docking) a été identifié en CT du domaine kinase chez
cinq MÀPKKs (MEK1 (MAP kinase/ERK Kinase), MKK3 (MAPK Kinase-3), MKK4,
MKK6 et MKK7). L’intégrité de ce site d’ancrage est essentielle à leur activation et
semble participer à l’organisation de la cascade de signalisation en assurant leur association
avec une séquence localisée dans le domaine catalytique de leur MAPKKK favorite
(Takekawa et al., 2005). Ces observations ont permis de comprendre comment le signal est
véhiculé spécifiquement entre les MAPKKs et les MAPKKKs tors d’une stimulation.
En sachant que chacune de ces voies peut contrôler différents processus cellulaires,
leurs composantes peuvent devenir des cibles potentielles pour des drogues utilisées dans
diverses interventions thérapeutiques. En fait, l’inhibition spécifique de différentes voies
de signalisation de type MAPK pourrait entraver le développement de certaines maladies
humaines. Par exemple, l’inhibition de la voie ERK pourrait avoir un impact sur la
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progression tumorale, alors que la voie JNK pourrait aider à contrer l’arthrite rhumatoïde.
L’inhibition de la voie p38 quant à elle, pourrait contrecarrer l’asthme et les maladies auto-
immunes (Herrera and Sebolt-Leopold, 2002; Johnson and Lapadat, 2002; Manning and
Davis, 2003). La suractivation de la voie ERK dans certaines formes de cancers constitue
l’une des plus ciblées par des agents thérapeutiques (Thompson and Lyons, 2005). En fait,
certaines drogues, dirigées contre RAF (Rapidly growing Fibrosarcomas) et MEK, sont
présentement en essais cliniques. Par exemple, le composé BAY43-9006 possède la
capacité d’inhiber RAF en ciblant son site actif (Thornpson and Lyons, 2005).
Les voies de signalisation de type MAPK, caractérisées par l’alignement de trois
enzymes, se distinguent des autres voies qui utilisent une seule kinase pour transmettre
leurs effets de la membrane au noyau. Cette architecture, qui s’est développée durant
l’évolution, possède un comportement particulier relatif à la transmission des signaux
(ferrell, 2002). Les études suggèrent que la transmission du signal au sein des membres de
la voie ERK et de JNK est véhiculée de façon ultra sensible, c’est-à-dire à la manière d’un
commutateur (« switchlike »). Ce modèle postule que la cascade de signalisation réagit de
façon très sensible aux variations de concentration dc stimuli et entraîne une activation
spontanée (Bagowski et al., 2003; Ferrell and Machleder, 199$; Huang and Ferrell, 1996).
Les études sur l’ultrasensibilité de la voie sont basées sur deux prémisses les molécules
doivent respectivement diffuser aléatoirement les unes par rapport aux autres et la
phosphoiylation de la MAPK par la MAPKK s’exécute de façon non processive. On
entend par ce terme que chaque événement de phosphorylation nécessite une association
indépendante avec son substrat. Les études in vitro, à l’aide des enzymes purifiées,
démontrent en effet que ERK est activée de manière non processive par MEK (Burack and
Sturgill, 1997; Ferrell and Bhatt, 1997).
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1.3. Le module RAF/MEK/ERK
1.3.1. Mécanismes d’activation du module RAF/MEKIERK
1.3.1.1. Les récepteurs
La plupart des processus cellulaires sont enclenchés par l’activation des récepteurs
localisés à la membrane plasmique. Les recherches sur la signalisation intracellulaire ont
permis de constater qu’une quantité impressionnante de ces récepteurs sont capables de
propager leurs effets via le module de signalisation RAF/MEK!ERK. L’un des défis
consiste à comprendre les mécanismes moléculaires par lesquels les composantes de cette
même cascade de signalisation s’organisent pour engendrer, suite à une stimulation donnée,
une réponse particulière. Les prochaines lignes discutent brièvement des différents
mécanismes que ces récepteurs utilisent pour activer la voie ERK.
1.3.1.1.1. Les RTKs
Les RTKs (Receptor Tyrosine Kinases) contrôlent plusieurs processus, telles la
survie, la migration, la prolifération et la différenciation cellulaire. Ils sont regroupés en 20
sous-familles distinctes dont font partie les récepteurs EGF (Epidermal Growth Factor)
PDGF (Platelet-Derived Growth Factor), FGF (F ibroblast Growth Factor) et à l’insuline
(Pawson, 2002; Schlessinger, 2000). Fréquemment surexprimés dans les tumeurs
humaines, les récepteurs de la famille EGF ont été les premières cibles des drogues
antitumorales (Mendelsohn and Baselga, 2000). Les RTKs sont des protéines
transmembranaires qui contiennent, dans leur partie extracellulaire, des domaines de liaison
impliqués dans la fixation de ligands particuliers. Leur portion intracellulaire se démarque
par la présence d’un domaine à activité tyrosine kinase. En général, après la liaison d’un
ligand, ces récepteurs vont dimériser et entraîner leur autophosphorylation, processus par
lequel chacun des récepteurs se phosphoryle en trans (Heldin, 1995). Les
phosphotyrosines, localisées à l’intérieur ou à l’extérieur de leur domaine kinase, vont
permettre de créer des sites d’ancrage nécessaires au recrutement de molécules de
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signalisation, appelées protéines adaptatrices. Ces dernières possèdent des domaines SH2
qui ont l’habileté de fixer ces phosphotyrosines. Leur recrutement à la membrane permet
de transmettre les signaux provenant des récepteurs vers différentes voies de signalisation
intracellulaires spécifiques. Les deux principales protéines adaptatrices impliquées dans
l’activation de la voie ERK sont SHC et GRB2 (Growth factor Receptor-Binding protein
2). SHC est recrutée au récepteur par l’intermédiaire de son domaine PTB et devient
phosphorylée sur des résidus tyrosines suite à son engagement (Basu et al., 1994). Cette
phosphorylation est effectuée soit par le RTK lui-même, soit par un membre appartenant à
la famille des SFKs (Src-family protein tyrosine Kinase), dans le but de générer un site
d’ancrage nécessaire au recrutement de GRB2 (via son domaine SH2) (Sasaoka et al.,
1994). Cette dernière peut également interagir directement avec les phosphotyrosines des
RTKs. De plus, cette protéine adaptatrice contient un domaine SH3 qui lui permet
d’interagir avec le facteur d’échange SOS (Son of Sevenless) (Li et al., 1993). Le
recrutement du complexe GRB2/SOS au récepteur favorise son rapprochement à proximité
de la petite GTPase membranaire RAS. SOS est un facteur d’échange qui induit
l’activation de RAS en favorisant la fixation du GTP (Guanosine Triphosphate). La
conformation active de RAS (GTP-lié) constitue un événement important dans le
mécanisme d’activation du module RAF/MEK!ERK (voir sections sur RAS, page 16 et sur
RAF, page 22).
1.3.1.1.2. Les récepteurs à cytokines
Les récepteurs à cytokines sont impliqués dans la reconnaissance des cytokines, des
interleukines (ILs) et des interférons. Même si ces récepteurs sont dépourvus d’un domaine
à activité tyrosine kinase intracellulaire, leur processus d’activation ressemble à celui des
RTKs (Carter-Su et al., 2000). La fixation d’un ligand va entraîner leur dimérisation (ou
oligornérisation) et favoriser l’activation de tyrosine kinases associées, en l’occurrence les
JAKs (Janus Kinase). Ces kinases vont phosphoryler des résidus tyrosines situés dans la
région intracellulaire des récepteurs pour permettre le recrutement de la protéine adaptatrice
SHC. Cette dernière ainsi localisée, sera phosphorylée en tyrosine par un mécanisme
dépendant des JAKs. Cette phosphorylation va créer un site d’ancrage permettant le
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recrutement du complexe GRB2/SOS à la membrane et par conséquent l’activation de la
voie ERK (VanderKuur et al., 1995). Les JAKs ont aussi l’habileté de phosphoiyler les
facteurs de transcription de la famille des STATs (Signal Transducers and Activators of
Transcription). Après leur phosphorylation, ces facteurs homo ou hétérodimérisent pour
finalement être transloqués au noyau et modifier la transcription génétique (O’Shea et al.,
2002).
1.3.1.1.3. Les intégrines
Les intégrines sont activées suite à l’engagement de la cellule avec la matrice
extracellulaire. Ces récepteurs sont des protéines transmembranaires dépourvues d’un
domaine catalytique et formées de sous-unités Œ et f3. Leur spécificité d’action est
déterminée par l’agencement des différentes combinaisons entre ces sous-unités. Suite à
leur activation, ces récepteurs s’agglomèrent, induisent l’activation des protéines kinases
associées pour ensùite transmettre les signaux vers différents effecteurs intracellulaires.
Ces événements se traduisent souvent par la réorganisation du cytosquelette et la formation
de structures particulières appelées les sites d’adhésion focaux (Giancotti and Ruoslahti,
1999). La plupart des intégrines sont fonctionnellement reliées à la protéine kinase fAK
(focal Adhesion Kinase) de par leur capacité à induire son autophosphorylation sur un
résidu tyrosine. La phosphotyrosine issue de cet événement penhiet alors de générer un site
d’ancrage pour l’engagement du domaine 5H2 de Src. La liaison de Src conduit à son
activation et à la phosphorylation subséquente de plusieurs protéines dont FAK
directement. fAK ainsi phosphoiylée assure le recrutement du complexe GRB2/SOS et
entraîne l’activation de la voie ERK (Schlaepfer et al., 1994). Une autre voie de
signalisation en aval des intégrines peut médier l’activation de la voie ERK. Cette dernière
requiert une protéine membranaire et une tyrosine kinase de la famille des SfKs, soit
cavéoline-1 et f‘(N. En fait, cavéoline-1 va servir d’adaptateur permettant de relier les
intégrines à fYN. Suite à la stimulation des intégrines, FYN est activée et va recruter, via
son domaine SI-13, la protéine adaptatrice SHC. La phosphorylation de SHC (dépendant de
f‘(N) va par la suite permettre le recrutement du complexe GRB2/SOS pour ensuite induire
l’activation de la voie ERK (Waiy et al., 1998).
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1.3.1.1.4. Les GPCRs
Les GPCRs (G protein-Coupled Receptors) appartiennent à l’une des plus grandes
familles de récepteurs du génome humain. Ces récepteurs peuvent répondre à une panoplie
de stimuli en passant des odeurs aux neurotransmetteurs. Ils sont formés de sept domaines
transmembranaires et interagissent, via leur région intracellulaire, avec une protéine G
hétérotrimérique formée des sous-unités Œ, (3 et y (Marinissen and Gutkind, 2001). La
fixation d’un ligand aux récepteurs entraîne un changement conformationnel qui stimule
l’échange du GDP (Guanosine Diphosphate) en GTP (Guanosine Triphosphate) de la sous-
unité GŒ. Cette sous-unité ainsi activée se dissocie du complexe G3y. Les sous-unités Gu
et GJ3y pourront ensuite moduler l’activation de différents effecteurs cytoplasmiques. Les
GPCRs sont capables de réguler une grande variété de voies de signalisation dont la voie
ERK. Le mécanisme moléculaire d’activation de cette voie varie cependant selon le
récepteur et le contexte cellulaire (Belcheva and Coscia, 2002; Lowes et al., 2002; Luttrell,
2003).
L’une des façons utilisées par les GPCRs pour activer la voie ERK sollicite la
présence de l’adenyl cyclase. Cette enzyme est notamment activée par la sous-unité Gs et
favorise la synthèse d’un second messager, soit l’AMPc (cyclic Adenosine
Monophosphate). L’augmentation de la concentration de cette molécule va se répercuter
positivement sur l’activité de la protéine kinase PKA (Protein Kinase A). Même s’il a été
montré que la PKA régule négativement C-RAF (Dumaz and Marais, 2003; Mischak et al.,
1996), d’autres études suggèrent qu’elle peut avoir un effet positif sur B-RAF. En fait, ces
mécanismes d’activation font intervenir la petite GTPase RAP I. Lorsque activée par PKA,
RAP1 est capable de lier B-RAF et d’induire l’activation de la voie ERK indépendamment
de RAS (Vossler et al., 1997) (voir section sur la spécificité du module RAf/MEKJERK,
page 41). L’activation de RAP1 peut se faire également par un mécanisme indépendant de
la PKA. Il a été montré que EPAC (Exchange Protein directly Activated by cAMP), une
GEF (Guanine nucleotide Exchange Factors) spécifique pour RAP1 est activée directement
par l’AMPc (de Rooij et al., 1998).
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D’un autre côté, l’activation de la voie ERK par Gq se fait suite à l’activation de la
PLCf3 (Phospho-Lipase 13), une enzyme qui transforme le phospholipide PIP2
(Phosphatididylinositol-4.5-bisphosphate) en 1P3 (Inositol(1.4,5)tris-phosphate) et en DAG
(Diacylglyccrot). Ces molécules sont impliquées entre autres dans la relâche du calcium
intracellulaire et l’activation subséquente de la sérine/thréonine kinase PKC (Protein Kinase
C). Cette dernière peut réguler la voie ERK de façon dépendante ou indépendante de RAS.
Il semble que la PKC puisse phosphoryler C-RAF (Kolch et al., 1993; Ueda et al., 1996).
Cependant, la répercussion moléculaire de cet événement sur l’activation de RAF n’est pas
entièrement acceptée.
Les GPCRs peuvent également réguler la voie ERK en activant la protéine kinase
Src. Le mécanisme d’activation de Src n’est pas très bien connu, mais pourrait faire
intervenir la protéine PI-3K (Phosphatidyl Inositol-3 Kinase) (Lopez-Ilasaca et al., 1997).
Néanmoins, son activation induit la phosphorylation de plusieurs protéines dont les RTKs,
SHC, PYK2 (Proline-rich Tyrosine kinase 2) et fAK. Ces événements de phosphorylation
permettent de créer des sites d’ancrage à la membrane pour le recrutement du complexe
GRB2/SOS (Daub et al., 1996; Della Rocca et al., 1999; Dikic et al., 1996). La
phosphorylation de PYK2 est aussi un événement dépendant du calcium intracellulaire
(Lev et al., 1995).
Le complexe G13y est, quant à lui, capable de stimuler la voie ERK suivant la
transactivation des RTKs. Ce mécanisme requiert, entre autres, l’activation des
métalloprotéases par un mécanisme dépendant de Src. Ces enzymes assurent le
relâchement des facteurs de croissance nécessaires à l’activation des RTKs en clivant les
précurseurs ancrés à la membrane plasmique (Prcnzel et al., 1999).
Finalement, il a été montré que l’internalisation et l’endocytose des GPCRs sont
importants pour l’activation de la voie ERK. Ces processus impliquent la protéine
d’échafaudage 13-arrestin qui est capable de recruter le module ERK (voir section sur les
protéines d’échafaudage de la voie ERK, page 48).
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1.3.1.2. RAS
RAS est une petite GTPase monomérique qui fait partie d’une très grande famille de
protéines, comprenant plus de 150 membres, lesquelles sont subdivisées en cinq classes
RAS, RHO, RAB, SAR2/ARF et RAN. Ces protéines dirigent les signaux provenant des
récepteurs vers différentes voies de signalisation (dont la voie ERK) et régulent une variété
de processus cellulaires (Takai et al., 2001). Ces enzymes possèdent une activité GTPase
leur permettant d’hydrolyser le GTP en GDP. Les premiers gènes identifiés dc cette
famille, v-Ki-ras et v-Ha-ras, sont respectivement issus des virus de Kirsten et de Harvey et
encodent pour des protéines à activité oncogénique (Malumbres and Barbacid, 2003).
Parallèlement, il a été observé que les gènes ras contenaient des mutations activatrices dans
environ 20-30 % de tous les cancers humains et pouvaient atteindre jusqu’à 90 % dans les
cancers pancréatiques (Downward, 2003). Les membres de la sous-famille RAS, chez les
mammifères, comprennent les protéines RAS (H-RAS, N-RAS, K-RAS 4A et 4B), RAP
(lA, lB, 2A, 2B, 2C), RAL (A et B), R-RAS (R-RAS, R-RAS2/TC21, R-RAS3/M-RAS),
RHEB, RIN, RIT et autres (Reuther and Der, 2000). La majorité des mutations
oncogéniques (85 %), se retrouvent dans K-ras et affectent les résidus Glyl2, G1y13 et
G1u61. Chez la souris, le K.-O. (knock-out) respectif des gènes H-ras et N-ras n’affecte
pas la viabilité, tandis que celui dc K-ras est létal. Les embryons meurent entre le 12e et
14e jour embryonnaire, entre autres en raison d’un défaut au niveau du foie, démontrant
ainsi l’importance de cette isoforme durant le développement (Johnson et al., 1997).
1.3.1.2.1. Les GAPs et les GEFs
RAS, comme toutes les GTPases, fonctionne comme un commutateur et se retrouve
sous deux conformations distinctes définies par la fixation du GDP ou du GTP. Sous la
forme liée au GDP, RAS est inactive. Cependant, lorsqu’elle est liée au GTP, RAS est
active et peut interagir avec différents effecteurs. En elles-mêmes, les réactions d’échange
(GDP—>GTP et GTP—GDP) sont très lentes et requièrent donc la présence de protéines
accessoires telles les GEFs (Guanine nucleotide Exchange factors) et les GAPs (GTPase
Activating Proteins) (Cherfils and Chardin, 1999; Scheffzek et al., 1998). Les GEFs
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induisent le relâchement du GDP permettant alors la fixation du GTP (nucléotide cellulaire
plus abondant que le GDP) tandis que les GAPs stimulent l’activité GTPase de RAS en
favorisant l’hydrolyse du GTP en GDP. L’oscillation entre les fonries inactive et active
entraîne des changements conformationnels des régions « Switch 1» et « Switch II» de
RAS. Sous sa forme activée, la « Switch I » (ou boucle effectrice) est exposée à la surface
de la protéine et participe à la liaison de protéines effectrices pour assurer la transmission
des signaux. Il a été montré que les formes oncogéniques dc RAS sont insensibles à
l’activité des GAPs et maintiennent leur association au GTP (Downward, 2003).
L’activité de RAS est modulée par la balance des GAPs et des GEF s. Ces enzymes
peuvent sélectivement être activées par diverses stimulations et possèdent l’habileté à
réguler les isoformes de RAS avec différentes efficacités (f igure 1 .2) (Donovan et al.,
2002). Les partenaires avec lesquels les GEF s interagissent peuvent également influencer
leur spécificité. Par exemple, SOS, de par son interaction avec GRB2, favorise l’activation
de RAS. Cependant, son association à EPS8 (Epidermal Growth factor receptor pathway
Substratc 8) et E3B 1 (Epidermal growth factor receptor-depcndent) stimule la GTPase
RAC (Nimnual and Bar-Sagi, 2002).
1.3.1.2.2. Maturation et localisation intracellulaire
La maturation des isoformes de RAS dans la cellule est essentiellement dictée par la
composition dc leurs 25 derniers acides aminés. Cette région, appelée le domaine
hypervariable, n’est homologue qu’à 15 % entre les isoformes, comparativement au reste de
la séquence qui possède une homologie d’au moins 90 %. Ce domaine contient, entre
autres, le motif CaaX qui est caractérisé par une Cys suivie de deux résidus aliphatiques et
d’un acide aminé aléatoire. Afin de bien comprendre comment cette région influence la
maturation et la localisation des différentes isoformes dc RAS, les chercheurs ont évalué
leur cheminement à travers le réticulum endoplasmiquc et le Golgi (Hancock, 2003;
Silvius, 2002). Les trois isoformes de RAS sont initialement synthétisées comme
précurseurs cytoplasmiques. Trois modifications post traductionnelles sont ensuite
effectuées sur leur motif CaaX. La première est l’attachement d’un groupement famésyl ou
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Figure 1.2 Représentation schématique des différentes voies de signalisation en aval de
RAS et leurs réponses biologiques. Les étoiles représentent des mutations oncogéniques
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géranylgéranyl sur la cystéine (prénylation). L’identité du résidu en position X de la boîte
CaaX influence la spécificité de cette réaction. Plusieurs molécules antitumorales ont été
développées dans le but d’inhiber cette réaction enzymatique et de prévenir la maturation
de RAS (Downward, 2003; Sebolt-Leopold and Herrera, 2004). La prénylation oriente les
différentes isoformes vers le réticulum endoplasmique où elles subiront des modifications
subséquentes. Ces modifications incluent un clivage des trois derniers acides aminés par
une endopeptidase et d’une méthylation de la cystéine-prénylée. Par la suite, il a été
observé que H-RAS et N-RAS (et probablement K-RAS 4A) subissent une modification
additionnelle avant de compléter leur maturation. Ces isoformes contiennent en CT, juste
avant le domaine CaaX, une ou des cystéines qui seront modifiées par un groupement
palmytoyl. Leur maturation se termine en transitant par le Golgi pour ensuite se diriger
vers la membrane plasmique via la voie de sécrétion constitutive. D’un autre côté, K-RAS
4B, qui n’est pas palmitoylée, se rend à la membrane plasmique sans transiter au Golgi.
Cette isofomie possède plusieurs résidus basiques positionnés en amont du domaine CaaX
qui lui permettraient potentiellement de s’associer à la membrane par des interactions
électrostatiques (Apolloni et al., 2000; Choy et al., 1999).
La membrane plasmique n’est pas une simple couche bilipidique fluide. Elle
contient des microdomaines ordonnés tels que les « rafts » lipidiques et les « caveolaes ».
Ces microenvironnements sont des régions riches en spingolipides et en cholestérol. Ils
peuvent dans certains cas contenir de la cavéoline, une protéine structurale caractéristique
des « caveolaes ». Ces structures agissent comme plate-forme pour réguler plusieurs
processus cellulaires tels le transport vésiculaire et la transmission des signaux (Galbiati et
al., 2001; Simons and Toomre, 2000). Les recherches sur la localisation intracellulaire de
RAS a permis d’observer que H-RAS et N-RAS peuvent résider dans les lipides «rafts»
I « caveolaes» tandis que K-RAS 4B est plutôt distribuée à l’extérieur de ces structures,
soit dans une région plus désorganisée de la membrane plasmique. Ces différences
pourraient être attribuables à leur maturation différentielle et leur permettraient d’être
distinctement régulées (Hancock, 2003; Prior et al., 2001).
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1.3.1.2.3. Les protéines effectrices
Il a été montré que RAS (GTP-lié) pouvait influencer une grande variété de
processus telles la prolifération, la différenciation, la mobilité et la survie cellulaire de par
sa capacité à lier différentes molécules effectrices (f igure 1.2) (Ehrhardt et al., 2002;
Shields et al., 2000). Étonnamment, RAS peut aussi envoyer des signaux proapoptotiques
(Cox and Der, 2003; feig and Buchsbaum, 2002). L’implication de RAS dans tous ces
processus (dont certains sont antagonistes), suggère l’existence de mécanismes
moléculaires qui spécifient l’activation de la ou des composantes nécessaires à
l’établissement d’une réponse physiologique adéquate. Même si la compréhension de ces
mécanismes demeure nébuleuse, il est proposé que les différents niveaux d’expression et la
localisation intracellulaire de chacune des isoformes de RAS puissent réguler différemment
les molécules effectrices. Aussi, le contexte cellulaire (combinaison précise de molécules
effectrices) et l’affinité qu’elles possèdent pour chacune d’entre elles pourraient participer à
la spécificité d’action au sein de la signalisation RAS (Hingorani and Tuvesbn, 2003;
Rodriguez-Viciana et al., 2004). Les études sur la contribution de chacune des molécules
effectrices durant la transformation oncogénique par RAS demeurent également un enjeu
important pour l’élaboration de nouveaux traitements plus efficaces contre le cancer
(Repasky et al., 2004). La découverte de mutations oncogéniques dans 3-RAF, mais aussi
au sein de nombreuses autres molécules effectrices, suggère fortement la participation de
plusieurs voies en aval de RAS dans les processus oncogéniques (Figure 1.2) (Repasky et
al., 2004).
Les effecteurs de RAS possèdent tous un domaine d’interaction spécifique qui
s’associe à la forme GTP-liée de RAS. Le domaine RBD (Ras Binding Domain), le
domaine RBD chez les kinases à phospholipides de classe I (PI3K-RBD) et les domaines
d’association RA (Ras/Rap Association domain) sont les trois motifs possibles qui assurent
cette liaison (Repasky et al., 2004).
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1.3.1.2.4. Régulation du module RAF/MEKIERK
Le mécanisme par lequel les RTKs favorisent l’activation de RAS et entraînent la
stimulation du module RAf/MEK!ERK a été très étudié. De façon générale, le recrutement
à la membrane du complexe GRB2/SOS par ces récepteurs contribue à maintenir RAS sous
sa forme activée. Cette forme GTP-liée est capable de recruter RAF et d’induire
l’activation de la voie ERK, processus reconnu pour médier plusieurs effets de la
signalisation RAS (Campbell et al., 1998). Les études de localisation de la forme GTP-liée
de RAS ont permis dc constater que son activation ne se produisait pas aléatoirement dans
la membrane plasmique, mais plutôt dans des compartiments bien précis de la cellule.
Cette compartimentalisation semble d’ailleurs importante pour médier ses effets
biologiques (Bivona and Philips, 2003). Par exemple, la localisation spécifique de H-RAS
dans les «rafts» / « cavcolacs» semble requise pour l’activation de RAF, néanmoins elle
nécessite sa redistribution subséquente vers l’extérieur de ces microdomaines pour
transmettre ses signaux (Prior et al., 2001; Roy et al., 1999).
D’autres études montrent que le module RAF/MEKiERK peut être activé par RAS
dans d’autres compartiments cellulaires tels que les vésicules endosomales (Jiang and
Sorkin, 2002). L’endocytose est un processus par lequel les récepteurs (dont les RTKs et
les GPCR5), suivant leur activation, sont intemalisés dans des vésicules pour ensuite être
dirigés vers différentes organelles afin d’être dégradés ou recyclés. Il a été suggéré que la
transmission des signaux intracellulaires puisse être régulée à partir de ces vésicules de
transport (Sorkin and Von Zastrow, 2002). Par exemple, dans certains types cellulaires
l’cndocytose du récepteur EGf est essentielle pour activer la voie ERK (Vieira et al.,
1996). En effet, ce RTK peut interagir dans ces structures avec les protéines adaptatrices
SHC et GRB2, lui permettant ainsi d’activer RAS (Haugh et al., 1999; Jiang and Sorkin,
2002). lI a également été démontré que le module RAS/RAF/MEK/ERK peut être localisé
dans ces structures (Pol et al., 1998). Contrairement à H-RAS, l’activation dc RAF par K-
RAS est indépendante de l’endocytose (Roy et al., 2002).
Certaines analyses suggèrent que, suite à l’activation du récepteur EGf, H-RAS et
N-RAS peuvent transmettre des signaux à RAF à partir du Golgi et du réticulum
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endoplasmique (Chiu et al., 2002). Cependant, la cinétique d’activation est différente de
celle observée à la membrane plasmique. L’activation à la membrane est rapide et
transitoire tandis que celle au Golgi est retardée et soutenue. L’activation de RAS dans les
endomembranes nécessite la présence de Src (Chiu et al., 2002). Cette voie requiert
également l’activation de la PLCy (Phospho-Lipase C gamma-1) qui, en augmentant le
Ca2 intracellulaire, enclenche le recrutement au Golgi et l’activation subséquente de la
GEFs RASGRP1 (RAS Guanyl Releasing Protein 1). Cette enzyme favorise l’activation de
RAS dans les endomembranes (Bivona et al., 2003). L’activation transitoire de RAS à la
membrane, qui dépend du complexe GRB2/SOS, semble être négativement régulée par la
signalisation induite par le Ca2 (Bivona et al., 2003). En effet, CAPRI (Calcium-Promoted
RAS inactivator), une GAP localisée dans le cytoplasme, est activée et transioquée à la
membrane en réponse au Ca2 pour ensuite réguler négativement la voie RAS/ERX
(Lockyer et al., 2001). Ces résultats suggèrent qu’il existe, suite à l’activation d’un
récepteur, différents modes de contrôle de l’activité de RAS qui dépendent de sa
compartimentalisation intracellulaire et qui font appel à la régulation de GAPs et de GEFs
(Walker et al., 2003).
1.3.2. RAF
RAF est la molécule d’entrée de la voie de signalisation ERI et, par conséquent,
constitue l’un des principaux acteurs contrôlant les fonctions cellulaires associées à cette
voie (Baccarini, 2005). Très conservée durant l’évolution, RAF a initialement été identifiée
comme oncogène rétroviral chez la souris et le poulet (v-raf et v-mit). Chez les
mammifères, RAF est représentée par trois gènes appelés A-mL B-raJet C-raf(’raf-l). On
le retrouve également chez la Drosophile (D-ra]) et chez le nématode (tin-45). Chaque
isoforme est composée d’une architecture similaire contenant trois régions conservées
(CRI, CR2 et CR3) (f igure 1.3). La région CRI est caractérisée par un domaine de liaison
à RAS (RBD) ainsi qu’un domaine CRD (Cysteine-rich domain). La région CR2 est
principalement composée de sérines et de thréonines tandis qu’un domaine kinase constitue
le domaine CR3. C-raf est exprimé de façon ubiquitaire. A-raJ et B-raf sont également
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figure 1.3 Représentation schématique de la structure de C-RAF. Les étoiles
correspondent aux différents sites de phosphorylation positifs et négatifs qui modulent
l’activité de C-RAF. La phosphorylation des résidus Ser29, 289, 296, 301, et 642 constitue
une boucle de rétroinhibition négative effectuée par ERK.
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exprimés dans plusieurs tissus mais à des niveaux plus faibles. Leur expression respective
est principalement dans les tissus urogénitaux et les tissus neuronaux (Luckett et al., 2000;
Wellbrock et al., 2004; Wojnowski et al., 2000).
Le K.-O. du gène A-raf chez la souris entraîne la mort 7 à 21 jours après la
naissance du nouveau-né. La source des complications provient de défauts neurologiques
et intestinaux (Pritchard et al., 1996). Pour ce qui est du K.-O. de 3-raf les souris meurent
au stade embryonnaire. Elles manifestent des anomalies vasculaires et neuronales ainsi
qu’une apoptose excessive des cellules endothéliales (Wojnowski et al., 1997). Le
phénotype associé au K.-O. de C-raf est également létal durant l’ernbryogenèse. Plusieurs
problèmes de développement sont observés dans la peau, le placenta, les poumons, le foie,
et certains sont caractérisés par une augmentation de la mort cellulaire (Ruser et al., 2001;
Mikula et al., 2001; Wojnowski et al., 1998). Malgré le fait que l’ablation respective des
trois gènes entraîne des retards de croissance, ces études (et celles discutées plus loin)
révèlent que les différentes isofornies possèdent aussi des fonctions distinctes (Hagemann
and Rapp, 1999; Murakami and Morrison, 2001; O’Neill and Kolch, 2004).
1.3.2.1. Mécanisme de régulation et d’activation
La plupart des études fonctionnelles ont été réalisées en utilisant l’isoforme C-RAf.
Son processus d’activation est un mécanisme complexe qui implique plusieurs événements,
tels le recrutement à la membrane, l’association/dissociation de partenaires,
1’ oligomérisation, des changements conformationnels intramoléculaires et des événements
de phosphorylation/déphosphorylation (Chong et al., 2003; Dhillon and Kolch, 2002;
Wellbrock et al., 2004).
La relocalisation de C-RAF du cytoplasme à la membrane plasmique constitue une
étape importante dans le processus de régulation de son activité kinase (Stokoe et al.,
1994). Cette relocalisation est également importante pour l’activation adéquate du module
ERK (Harding et al., 2005). En condition non activée, C-RAf est localisée dans le
cytoplasme et adopte une conformation inactive. La caractérisation des formes
oncogéniques virales de RAF et les études à l’aide de mutants de troncation suggèrent
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l’établissement d’une structure repliée entre ses parties NT et CT. La portion NT de
C-RAf, appelée région d’autorégulation négative, interagit avec le domaine kinase par
l’intermédiaire de son domaine CRD (Cutler et al., 1998; Zhang et al., 1993). De plus,
plusieurs partenaires dont Hsp9O (heat shock proein 90), Hsp7O et p50/Cdc37 (Cdl Divison
Cycle 37 S. cerevisae homologue) sont capables de lier constitutivement C-RAf (Morrison
and Cutler, 1997). La formation d’un tel complexe permettrait de stabiliser et de localiser
adéquatement la forme inactive de C-RAF. Les protéines chaperonnes de type 14-3-3
participent également à la stabilisation de la structure inactive de C-RAf en liant les
phosphosérines 259 et 621 (fu et al., 1994; Rommel et al., 1997). Ces protéines ont la
capacité de lier spécifiquement les phosphosérines et les phosphothréonines et jouent un
rôle particulièrement important dans la signalisation intracellulaire (Dougherty and
Morrison, 2004). Elles ont de plus la capacité de dimériser et cette propriété semble
essentielle pour médier leur effet sur la régulation de C-RAf (Tzivion et al., 1998). La
conformation inactive de C-RAf permettrait de maintenir son activité kinase inhibée et
empêcherait son recrutement à la membrane (Light et al., 2002). La phosphorylation de la
Ser259 de C-RAf, nécessaire au maintien de cette structure, requiert les protéines kinases
PKA (dépend de l’AMPc) et AKI (dépend de la PI-3K) (Dhillon et al., 2002; Zimmermann
and Moelling, 1999) (figure 1.3). La PKÀ bloque également l’activation de C-RAf par sa
capacité à s’associer et à phosphoryler les Ser43 et Ser233 (Durnaz and Marais, 2003)
(figure 1.3). Cependant, le mécanisme par lequel cette phosphorylation entraîne
l’inhibition de C-RAf n’est pas entièrement compris (Dumaz et al., 2002; Sidovar et al.,
2000).
La translocation de C-RAF à la membrane (seulement une fraction des molécules
totales) constitue l’une des premières étapes indispensables à son processus d’activation.
Cette melocalisation est accomplie grâce à l’affinité qui existe entre la forme activée de RAS
(liée au GTP) et le domaine RBD de C-RAF. Cette première interaction à la membrane
entraîne également l’engagement du domaine CRD sur RAS. Cette association ne requiert
cependant pas la présence d’une forme de RAS liée au GTP. Cette liaison secondaire
contribuerait au processus moléculaire d’activation de C-RAf en empêchant d’une part la
liaison de 14-3-3 et d’autre part, en inhibant l’association entre le CRD et le domaine
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catalytique (Cutler et al., 199$). Il est à noter que la liaison du CRD à un phospholipide
pourrait également participer au déplacement de 14-3-3. Ces événements entraînent
l’exposition de la Ser259 et facilitent ainsi sa déphosphoiylation (Clark et al., 1997; Light
et al., 2002; McPherson et al., 1999). Les enzymes impliquées dans cet événement, les
phosphatases PP1 (Protein Phosphatase 1) et PP2A, sont en effet capables de
déphosphoryler la Ser259 et favoriser Paccumulation de C-RAF à la membrane (Abraham
et al., 2000; Jaumot and Hancock, 2001). Le mécanisme de déphosphorylation s’effectue
notamment par le recrutement de la sous-unité régulatrice de PP2A à C-RAf suivant
l’activation de la voie par un facteur de croissance (Kubicek et al., 2002; Ory et al., 2003).
PP2A a d’ailleurs été identifiée dans des cribles génétiques dépendants de RAS chez D.
melanogaster et C. elegans (Sieburth et al., 1999; Wassarman et al., 1996). Cet événement
de déphosphorylation est essentiel et participe avec RAS aux premières étapes du
mécanisme d’activation de C-RAF (Dhillon et al., 2002). Pour ce qui est de la régulation
de la Ser621, la stoechiométrie dc phosphorylation/déphosphorylation durant l’activation
n’est pas parfaitement comprise. Les études montrent que, contrairement à la Ser259, la
capacité de 14-3-3 à s’associer à cette phosphosérine serait non seulement impliquée dans
le maintien de la structure inactive, mais aussi requise positivement pour l’activité de C
RAF (Light et al., 2002; Mischak et al., 1996; Yip-Schneider et al., 2000).
D’autres événements de phosphorylation à la membrane sont requis pour la pleine
activation de C-RAf. La stimulation mitogéniquc provoque, entre autres, la phosphory
lation des 5cr338 et Tyr341 dans la région N du domaine kinase de C-RAF (Diaz et al.,
1997; fabian et al., 1993) (Figure 1.3). Le nom de cette région découle spécialement du
fait que la présence de charges négatives à cet endroit est essentielle pour l’activité de C
RAF (voir plus loin). Le mécanisme de phosphorylation dc la 5er33$ n’est pas
complètement accepté, mais impliquerait les protéines de type PAK (p21 Activated Kinase)
(Chiloeches et al., 2001; King et al., 199$; Zang et al., 2002) (Figure 1.3). Ces
sérines/thréonines kinases sont capables de réguler C-RAF suite à leur activation par les
petites GTPases de type RHO (Chaudhary et al., 2000; Sun et al., 2000). La
phosphorylation de la Tyr341, quant à elle, dépend de Src et JAK (fabian et al., 1993; Xia
et al., 1996) (figure 1.3). Ces événements dc phosphorylation supportent l’ouverture et le
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dépliement de la structure tridimensionnelle de C-RAf (Mason et al., 1999; Tran and frost,
2003). De plus, la phosphorylation des Thr491 et Ser494 de C-RAf (et 3-RAF [Thr598 et
Ser6OlJ), situées dans la boucle d’activation de son domaine kinase, est essentielle pour
induire son activité kinase (Chong and Guan, 2003; Chong et al., 2001; Zhang and Guan,
2000) (figure 1.3). Le mécanisme de phosphorylation de ces sites n’a pas encore été
identifié. Récemment, l’implication d’une nouvelle molécule agissant dans la voie ERK
capable de réguler B-RAf a été identifiée. Il s’agit de MLK3, une protéine de la famille
des MAPKKK initialement identifiée comme activateur des voies JNK et p38 (Chadee and
Kyriakis, 2004). Il a été montré que MLK3 était requise pour la phosphorylation des
résidus Thr59$ et Ser6Ol de B-RAf suite à une stimulation au EGf. Cette observation a
été obtenue à l’aide de la technique d’ARNi (ARN interférence) qui utilise de l’ARN
double brin pour éliminer spécifiquement l’ARN messager issu d’un gène sélectionné
(Medema, 2004). L’action de MLK3 se situe entre RAS et RAF puisque l’enlèvement de
MLK3 bloque la prolifération tumorale induite par RAS sans toutefois affecter celle induite
par une forme oncogénique de B-RAf. Même si MLK3 est capable d’interagir avec B
RAf, il ne possède pas la capacité de le phosphoryler directement. Le mécanisme par
lequel MLK3 régule la fonction et l’activation de B-RAF reste à être déterminé (Chadee
and Kyriakis, 2004).
La régulation de l’activité kinase des différentes isoformes de RAF est contrôlée par
des mécanismes de phosphorylation/déphosphorylation communs. Cependant, certaines
particularités les différencient. Les trois isoformes possèdent le site de phosphorylation
équivalent à la 5er259 de C-RAf, lequel est nécessaire à la liaison de 14-3-3. B-RAf
possède par contre deux sites supplémentaires qui peuvent être phosphorylés soit par AKT,
soit par la kinase SGK (Serum and Glucocorticoid-regulated Kinase) (Guan et al., 2000;
Zhang et al., 2001). Les recherches qui ont caractérisé les mécanismes de phosphorylation
ont permis d’établir que A-RAf et C-RAF disposent d’un mécanisme de régulation
similaire, mais distinct de celui de 3-RAF. La phosphorylation des résidus Tyr341 et
5er338 dans la région N du domaine kinase de C-RAF est différente chez 3-RAF. En effet,
la Tyr341 est remplacée par un aspartate alors que la 5er338 est constitutivement
phosphorylée. Ces changements sont étroitement associés à une activité basale plus élevée
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pour 3-RAF et évoque l’hypothèse que la présence de charges négatives dans la région N,
résultant soit dc l’ajout d’un groupement phosphate soit d’un résidu acide, favorise une
conformation active de l’enzyme (Mason et al., 1999). Contrairement aux isoforrnes C
RAF et A-RAF, 3-RAF ne requiert que la liaison à RAS et la phosphorylation de sa boucle
d’activation sur ses résidus Thr59$ et la Ser6Ol pour induire son activité kinase (Chong et
al., 2001; Marais et al., 1997; Mason et al., 1999). D’après l’homologie de séquences, il
semble que les isoformes de RAF chez D. metanogaster et C. elegans puissent être régulées
de façon similaire à 3-RAF (Chong et al., 2001).
Récemment, plusieurs mutations dans B-RAf ont été identifiées dans des cancers
humains (Garneif and Marais, 2004; Mercer and Pritchard, 2003; Morrison, 2004). Ces
mutations se retrouvent, entre autres, dans 66 % des mélanomes et 15 % des cancers du
côlon. La plupart de ces mutations sont localisées dans la région riche en glycines ou dans
le segment d’activation du domaine kinase. Des 45 mutations identifiées dans B-RAF, la
Va1599, positionnée en aval de la Thr598, est mutée en glutamate (V599D) et constitue 90
% dc toutes les mutations. Cette mutation pourrait mimer la phosphorylation d’un résidu
dc la boucle d’activation (Thr598 ou Ser6Ol) et ainsi favoriser un changement de
conformation permettant l’activation du domaine kinase. De fait, cette mutation stimule
fortement l’activité de B-RAF et facilite la progression tumorale. Les mutations dans RAS
et 3-RAF sont généralement mutuellement exclusives dans les lignées tumorales, suggérant
que ces deux oncogènes agissent dans la même voie d’activation pour transmettre leurs
effets (Davies et al., 2002). La structure du domaine kinase de 3-RAF a récemment été
résolue (Wan et al., 2004). Une interaction intramoléculaire atypique entre la région riche
en glycines et le segment d’activation permet de maintenir le domaine kinase dans un état
inactif. La plupart des mutations dc B-RAf pourraient perturber les associations entre ces
régions, instabilisant ainsi leur conformation inactive. Il s’ensuit un déplacement de la
boucle d’activation, ce qui invite la kinase à adopter une conformation active (Hubbard,
2004). B-RAF est l’isoforme la plus fréquemment mutée dans les cancers. Ceci s’explique
par le fait que B-RAF ne requiert aucune phosphorylation dans sa région N contrairement
aux deux autres isoformes. Une seule mutation telle la V599D est suffisante pour favoriser
l’obtention d’une conformation active (Tran et al., 2005).
29
Étonnament, certaines mutations dans 3-RAF affectant des résidus nonTialement
requis lors de la catalyse, ont néanmoins la capacité d’induire l’activation de la voie ERK in
vivo. Ces mutants oncogéniques sont pourtant incapables d’augmenter l’activation de MEK
in vitro. L’activation de la voie ERK serait le résultat d’une potentielle transactivation
entre 3-RAF et C-RAf. En effet, l’élimination de C-RAF à l’aide de la technique d’ARNi
abolit l’activation de la voie ERK par B-RAf oncogénique, suggérant ainsi l’importance de
C-RAF dans la transmission de ce signal (Wan et al., 2004). Ces recherches corrèlent avec
d’autres études qui montrent que l’activation de C-RAf requiert 3-RAF et que la
stimulation de la voie entraîne leur hétérodimérisation via le site de liaison de 14-3-3 à la
position 621 (Mizutani et al., 2001; Weber et al., 2001). La dimérisation est un mécanisme
moléculaire important pour la fonction de RAF. En effet, sa dimérisation induite de façon
artificielle stimule son activité kinase (fairar et al., 1996; Farrar et al., 2000; Luo et al.,
1996). L’impact de ce phénomène moléculaire ne semble pas impliquer des événements de
transphosphorylation des résidus Ser33$, Thr491, Thr494, mais semble plutôt agir
conformationnellement en modifiant ou stabilisant des interactions protéine/protéine (Goetz
et al., 2003). Parallèlement, il a été observé que RAS puisse former des dimères (Jnouye et
al., 2000).
C-RAf est soumis à une régulation négative suivant l’activation de la voie (Dumaz
and Marais, 2005). Lorsque activée, ERK engendre une rétroinhibition négative sur C
RAF et phosphoryle directement cinq résidus (S29, S2$9, S296, S301, S642) (Dougherty et
al., 2005) (Figure 1.3). Cette phosphoiylation désactive RAF en le rendant insensible à une
éventuelle stimulation et exerce un effet négatif sur son association avec RAS. Il a été
montré que la mutation des Ser296 et Ser3Ol en alanines stimule l’activité de C-RAF,
démontrant ainsi leur rôle négatif sur sa fonction (Hekman et al., 2005). La
déphosphorylation de ces sites négatifs est indispensable pour recycler C-RAF et le
convertir en une molécule de signalisation à nouveau compétente. Cette déphosphorylation
s’effectue grâce à la phosphatase PP2A de concert avec la protéine PIN1 (Peptidyl-prolyl
cis-trans Isomerase NIMA-interacting 1). Cette dernière encode une enzyme peptidyl
prolyl isomérase impliquée dans l’isomérisation des motifs pSer/Thr-Pro. Son activité est
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nécessaire afin de favoriser la confoniiation trans du lien peptidique, une conformation
essentielle à la déphosphoiylation par PP2A (Dougherty et al., 2005; Lu, 2004).
Le K.-O. du gène 3-raf compromet l’activation de ta voie ERK contrairement aux
gènes A-RAf et C-RAF dans les fibroblastes embryonnaires de souris (MEfs) (Huser et al.,
2001; Mercer et al., 2002; Mikula et al., 2001). Ces recherches suggèrent ainsi que B-RAF
puisse être le principal activateur de MEK. Le fait que B-RAf phosphoryle plus facilement
MEK que C-RAF et A-RAf dans un essai kinase in vitro, cotrobore ces observations
(Marais et al., 1997; Pritchard et al., 1995). La spécificité d’action de chacune des
isoformes peut également se répercuter sur le niveau d’activation de la voie ERK et par
conséquent, sur l’induction de réponses biologiques particulières. Par exemple, dans les
fibroblastes, la forme oncogénique de A-RAf entraîne la progression du cycle cellulaire,
tandis que C-RAF et 3-RAF provoquent l’arrêt du cycle cellulaire par l’induction de la
protéine 21P (Pritchard et aÏ., 1995; Woods et aÏ., 1997).
1.3.2.2. Fonction indépendante de la voie ERK
Plusieurs évidences démontrent que RAF possède non seulement la capacité de
contrôler la voie ERK en phosphorylant MEK, mais aussi de réguler d’autres molécules
impliquées dans des voies de signalisation distinctes (Hindley and Kolch, 2002). Un
exemple nous provient du K.-O. de C-raf Les fibroblastes de cette souris ne démontrent
aucun défaut spécifique dans l’activation de la voie ERK. Pourtant, les souris meurent
durant l’embiyogenêse. Il est suggéré que cette létalité soit causée par un défaut relié à une
fonction qui est indépendante de sa capacité à activer la voie ERK (Huser et al., 2001;
Mikula et al., 2001).
C-RAF participe, entre autres, à la régulation positive du cycle cellulaire par sa
capacité à interagir et à phosphoryler la protéine Rb (Retinoblastoma), une molécule
impliquée dans la répression du cycle cellulaire en phase GI (Wang et al., 1998). Cette
interaction est très importante puisque son empêchement se répercute négativement sur la
croissance tumorale (Dasgupta et al., 2004). C-RAf peut également phosphoryler et
activer la protéine CDC25, une phosphatase impliquée dans la déphosphoiylation des
CDKs (Cyclin Dependent Kinases) et la progression subséquente du cycle cellulaire
(Galaktionov et al., 1995). D’autres évidences montrent que les isoformes de A-RAf et C
RAF peuvent médier la synthèse d’ADN (Acide Désoxyribonucléique) indépendamment de
l’activation de la voie ERK (Karasarides et al., 2004).
L’une des principales fonctions de C-RAF, qui est indépendante de Factivation de la
voie ERK, est probablement son impact négatif sur l’apoptose (Troppmair and Rapp,
2003). Les premières évidences proviennent du K.-O. de C-raf où un accroissement de
cellules apoptotiques a été observé (Ruser et al., 2001; Mikula et al., 2001; Wojnowski et
al., 199$). C-RAf peut inhiber l’apoptose par différents mécanismes d’action. La
régulation de la voie de signalisation NF-KB (Nuclear f actor K B), impliquée dans la
prolifération et la protection contre l’apoptose, en est un exemple (Pearson et al., 2000).
Cependant, le mécanisme par lequel C-RAF régule le complexe NF-KB n’est pas très bien
connu, mais nécessiterait la présence des protéines IKKf3 (1-KB Kinase B) et MEKKI
(Baumann et al., 2000; Mikula et al., 2001). Parallèlement, il a été observé dans une lignée
cancéreuse exprimant une forme oncogénique de RAF que la voie de signalisation Nf-KB
est scLractivée (Baumann et al., 2000; Ikenoue et al., 2003). Ces résultats suggèrent ainsi
que cette voie pourrait participer aux mécanismes de carcinogenèse qui dépendent de RAF.
C-RAf peut également être relocalisée à la surface externe des membranes de la
mitochondrie pour ensuite interagir fonctionnellement avec plusieurs molécules impliquées
dans l’apoptose. fait intéressant, A-RAf a été localisée dans cette organelle, proposant
ainsi la possibilité que cette isoforme soit également impliquée dans la régulation de la mort
cellulaire (Yuryev et al., 2000). La participation de C-RAf dans ce phénomène résulte
entre autres de son association avec la protéine antiapoptotique Bel-2 (B-cell
CLL/lymphoma 2) (Wang et al., 1996). Cette interaction permet le recrutement de C-RAF
à la mitochondrie et favorise la phosphorylation et l’inhibition du facteur proapoptotique
BAD (Bel-2 Antagonist ofcell Death) (Wang et al., 1996). L’activation de C-RÀF pourrait
faire intervenir la protéine antiapoptotique BAG1 (3c1-2-interacting protein), un partenaire
de Bel-2. En effet, cette dernière est également capable de s’associer à C-RAf et pourrait
stimuler son activité kinase à la mitochondrie (Wang et al., 1996). Parallèlement,
l’induction de l’apoptose causée par la déprivation dc l’JL-3 occasionne le clivage de C-
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RAF par la caspase 9. Les données indiquent que ce clivage se produit sur le résidu
Asp279 de C-RAF, séparant ainsi la partie NT autorégulatrice du domaine catalytique. Le
fragment du domaine kinase est préférentiellement localisé à la mitochondrie dans ces
conditions et antagoniserait l’apoptose (Comelis et al., 2005).
Malgré le fait que le K.-O. de Bel-2 soit en mesure de retarder l’induction des
cancers produits par la forme oncogénique de C-RAF, il semble que C-RAF soit également
capable de moduler l’apoptose indépendamment de Bd-2 (Fedorov et al., 2002; Zhong et
al., 2001). En effet, C-RAF est capable de moduler négativement la protéine VDAC
(Voltage-Dependent Anion Channel), évitant ainsi la relâche du cytochrome c et
l’activation subséquente des caspases (Le Mellay et al., 2002). Fait intéressant, C-RAF
peut promouvoir la survie cellulaire indépendamment de son activité kinase. C-RAF peut
lier la protéine proapoptotique ASK1 et participer par un mécanisme toujours inconnu à
l’inhibition de l’apoptose (Chen et al., 2001; Yamaguchi et al., 2004). De façon similaire,
C-RAF peut contrôler l’apoptose par sa liaison avec MST2 (MKN28-derived non-receptor
type of Serine/Threonine kinase 2), une protéine kinase de la famille des STE2O (Sterile
20). Cette interaction permet de réguler négativement MST2 en empêchant sa dimérisation,
ce qui par conséquent prévient son activation. Le complexe C-RAF/MST2 permet de
contrôler l’apoptose en présence de faibles signaux mitogéniques (O’Neill and Kolch, 2005;
O’Neill et al., 2004). La caractérisation de HIPPO, l’homologue de MST2 chez la
Drosophile, a permis de confirmer son implication dans la régulation de l’apoptose et de la
prolifération cellulaire (Harvey et al., 2003; Wu et al., 2003).
1.3.2.3. Les partenaires de RAF
Les interactions protéine-protéine jouent un rôle important dans la régulation de la
fonction de RAF. Il existe, entre autres, trois protéines d’échafaudage identifiées dans des
cribles génétiques chez D. melanogaster ou chez C. elegans qui ont la capacité d’interagir
et d’influencer la fonction de RAF. 11 s’agit de CNK (Connector enhancer of KSR), KSR
(Kinase Suppresor of RAS) et SUR-8 (Suppressor of RAS mutation-8) (Komfeld et al.,
1995; Sieburth et al., 1998; Therrien et al., 1995; Therrien et al., 1998). La régulation de
ces protéines est discutée dans la section des protéines d’échafaudage de la voie ERK (voir
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page 48). Ces partenaires pourraient stabiliser, coordonner et rapprocher les différents
régulateurs de RAF et ainsi assurer entre autres, ta spécificité des événements de
phosphorylation/déphosphorylation nécessaires à sa régulation.
La fonction de RAF peut également être régulée par sa liaison à Sprouty (Spry) et à
RKIP (RAF-l Kinase Inhibitor Protein), deux régulateurs négatifs de la voie ERK (Kim
and Bar-Sagi, 2004; Trakul and Rosner, 2005). Spry est une molécule identifiée lors d’un
crible génétique chez D. metanogaster qui inhibe la signalisation en aval du RTK fGF
(Hacohen et al., 1998). La caractérisation des membres de la famille de Sprouty a
démontré que leur mode d’action se situe à différents endroits dans la voie, autant en amont
qu’en aval de Ras (Kim and Bar-Sagi, 2004). Entre autres, Spry4 a la capacité d’interagir
avec le domaine kinase de C-RAf et d’inhiber son activation. Cette inhibition se manifeste
au cours de l’activation par le VEGf (Vascular Endothelial Growth factor) qui active C
RAF par un mécanisme dépendant de la PKC, mais indépendant de RAS. Spy 4 n’a
cependant pas d’effet sur l’activation par les récepteurs EGF et FGF qui régule C-RAF via
l’activation de RAS. Spry2 semble également important pour l’inactivation de B-RAF
puisqu’il est sous exprimée dans les mélanomes associés à B-RAf oncogénique
(Tsavachidou et al., 2004). La sucexpression de Spred, une molécule apparentée à la
famille des Sprys, régule également de façon négative la voie ERK. Cependant, même si
l’effet répresseur de Spred suite à la stimulation par l’EGF inhibe l’activation de C-RAf,
aucune interaction entre les deux n’a été détectée. Spred interagit plutôt avec RAS et
inhibe l’activation de C-RAF en bloquant la phosphorylation de la 5cr338 (Wakioka et al.,
2001). D’autres recherches proposent que Spry2 possède également la capacité de réguler
positivement la voie ERK (Li et al., 2003). Ces résultats suggèrent donc que les différentes
formes de SPRY régulent l’activation de la voie ERK par différents mécanismes d’action et
ce, en fonction du type cellulaire et/ou de la stimulation (Sasaki et al., 2003).
De son côté, RKIP est également capable de réguler négativement la voie ERK.
Cette inhibition requiert non seulement sa liaison à C-RAF, mais aussi celle à MEK-1 et
ERK-2. RKIP agit comme un inhibiteur compétitif en liant C-RAF et MEK-1 de façon
mutuellement exclusive, ce qui par conséquent réprime la phosphorylation de MEK-1 par
C-RAF (Trakul et aI., 2005; Yeung et al., 2000; Yeung et al., 1999). La régulation de
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l’interaction entre C-RAf et RKIP requiert la PKC. En effet, la PKC phosphoryle RKIP
(Ser153) en réponse aux RTKs, ce qui entraîne la dissociation du complexe C-RAF!RKIP
(Corbit et al., 2003). RKIP ainsi phosphorylée est maintenant capable de lier et d’inhiber
GRK-2 (G-protein coupled Receptor Kinase 2), une kinase impliquée dans la
phosphorylation et l’intemalisation spécifique des GPCRs. Cette association a pour
conséquence de diminuer fortement l’activité de GRK2 et ainsi retarder l’intemalisation du
récepteur. Par conséquent, la phosphorylation de RKIP transfère son potentiel inhibiteur de
C-RAf à GRK-2 et couple l’activation de la voie ERK à l’inhibition d’une voie dépendante
de GRK-2 (Goel and Baldassare, 2004; Lorenz et al., 2003). Ces observations corrèlent
parfaitement avec la fonction de gène suppresseur dc tumeurs imputée à RKIP. En effet,
l’expression de RKIP est fortement diminuée dans les lignées cellulaires métastatiques
comparativement à celles non métastatiques (Keller, 2004).
1.3.3. MEK
La fonction physiologique de MEK au sein de la voie est de percevoir et
d’orchestrer, via phosphoiylation, la transmission du signal provenant de RAf et de le
transmettre à ERK. MEK est principalement constituée d’un domaine kinase à double
spécificité. Sa partie NT contient une séquence NES (Nuclear Export Signal) impliquée
dans l’exportation nucléaire et un site d’ancrage pour son substrat favori, ERK. La
structure cristalline des formes humaines de MEKI et MEK2 a été résolue (Ohren et al.,
2004). Les études d’inactivation des gènes meki et rnek2 chez la souris ont été réalisées.
Le phénotype de niekT est létal au cours de l’embryogcnèse et démontre des défauts au
niveau de la vascularisation du placenta (Giroux et al., 1999). L’inactivation de mek2 est
par contre viable sans aucun phénotype apparent (Belanger et al., 2003). Ces résultats
suggèrent que MEKI possède une fonction distincte et que la fonction de MEK2 peut
potentiellement être compensée par celle de MEKÎ.
L’activation dc MEK1 par RAF est accomplie suite à la phosphorylation des résidus
Ser2l$ et Ser222 localisés dans sa boucle d’activation. La régulation de MEKI ou MEK2
par les différentes isoformes de RAF varie selon la stimulation et le type cellulaire. Par
exemple, la forme oncogénique de RAS active de façon préférentielle la voie ERK via
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C-RAF et MEK1 dans les NIH 3T3 (Jelinek et al., 1994). Le domaine kinase de MEK se
distingue par l’insertion d’une région riche en prolines située entre ses sous-domaines IX et
X. Même si cette région n’est pas impliquée au niveau de l’interaction entre RAF et MEK,
sa présence est essentielle pour son activation et la transmission du signal (Catiing et al.,
1995; Dang et al., 1998). Assujettie à une régulation particulière, cette région peut médier
des interactions avec d’autres protéines et contient plusieurs sites dc phosphorylation. MPI
(Mek Partner 1) et GRBIO, deux protéines d’échafaudage de la voie ERK, sont capables de
lier cette région (Nantet et al., 199$; Schaeffer et al., 199$). Ces interactions pourraient
conduire MEK vers une localisation subcellulaire précise pour y induire l’activation de la
voie ERK. De façon surprenante, MEK est le point d’entrée d’une autre voie de
signalisation via cette région. En effet, les petites GTPases de type RHO, CDC42 et RAC
peuvent transmettre des signaux à la voie ERK par l’entremise de MEK1. Ces effets
semblent être transmis par l’effecteur de RAC, PAK, qui est capable de phosphoryler la
Ser298 de MEKI localisée au sein de cette région riche en proline (Frost et al., 1997).
Cette phosphorylation influence positivement l’activation de MEK par C-RAF (Coles and
Shaw. 2002). Ce mécanisme particulier est aussi utilisé par les voies de transmission
provenant des récepteurs aux intégrines. Cependant, le mécanisme d’activation de PAK
établi par ces récepteurs se fait par l’entremise des protéines kinases FAK et Src (Slack
Davis et al., 2003).
1.3.4. ERK
1.3.4.1. Mécanismes de régulation et d’activation
ERK] et ERK2 ont été les premières protéines de type MAPK à être identifiées
chez les mammifères. Elles ont été découvertes parce qu’elles deviennent phosphorylées
suite à l’activation des RTKs par des facteurs de croissance (English et al., 1999). Leur
activité est principalement contrôlée par phosphorylation dans leur boucle d’activation par
les MEKs. ERK1 et ERK2 sont exprimées de façon ubiquitaire, mais leur niveau varie
selon le type cellulaire. La spécificité et la redondance entre ERKI et ERK2 ont été
évaluées chez la souris. L’inactivation de erk] est viable et ne présente que des troubles au
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tiiveau de la maturation des thymocytes. Ces résultats suggèrent que erk2 complémente
l’absence de erk] (Pages et al., 1999). De l’autre côté, le phénotype erk2 est létal durant
l’embryogenèse, ce qui serait provoqué par un défaut de développement du trophoblaste
(Saba-El-Leil et al., 2003). Ces résultats suggèrent que erk2 est spécifiquement requis
durant le développement et que sa fonction n’est pas remplaçable par celle de erk].
1.3.4.1.1. Spécificité de phosphorylation
ERX est capable de phosphoryler une panoplie de substrats distribués à différents
endroits dans la cellule. Le type cellulaire et la localisation subcellulaire de ERK peuvent
être des critères qui influencent la disponibilité et la spécificité de phosphorylation de ces
substrats. Ces derniers sont caractérisés par une séquence minimale de phosphorylation
Ser/Thr-Pro reconnue par ERK. La structure cristalline de ERK2 en condition activée et
non activée a été résolue, ce qui a permis de mieux comprendre la régulation de l’activation
de cette enzyme et le mécanisme de reconnaissance de ses substrats (Canagarajah et aL,
1997; Zhang et al., 1994). La phosphorylation des deux résidus dans sa boucle dactivation
favorise l’alignement du site actif pour la catalyze et entraîne la formation d’une pochette à
la surface de l’enzyme qui est reconnue par la proline de la molécule cible. Cependant, ce
motif de reconnaissance n’est pas suffisant pour élaborer un mécanisme de haute
spécificité. L’identification d’un site d’interaction secondaire sur ERK, appelé CD
(Common Docking), a peniis de mettre en lumière comment la spécificité de
phosphorylation est précisément régulée (Tanoue and Nishida, 2003). Structuralement
opposé au site catalytique, ce motif assure la spécificité d’interaction avec ses différents
partenaires fonctionnels. Ce motif CD est caractérisé par la présence d’acides aminés
chargés négativement (aspartate et glutamate) (Tanoue et aI., 2000). L’identification d’un
second motif appelé ED (aspartate et glutamate), a permis de constater que le motif CD
n’était pas le seul à influencer la spécificité d’interaction des partenaires de ERK.
Structuralement rapprochés, ces deux motifs sont conjointement requis pour édifier une
conformation s’apparentant à une pochette d’interaction spécifique (Tanoue et al., 2001).
Cette pochette, conservée durant l’évolution, caractérise toutes les protéines de type MAPK
et serait requise pour leur fonction physiologique. Chaque acide aminé retrouvé dans cette
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pochette contribue à établir unc conformation particulière propre à chacune des MAPKs.
Cette structure est reconnue par toute une variété de protéines. Par exemple, ERK peut
interagir avec MEK1, MKP3 (MÀPK Phosphatase 3) et (une MAPKAP (MAPK-Activated
Kinase)) par l’intermédiaire de cette pochette (Tanoue et al., 2000). Cependant, ces
liaisons sont mutuellement exclusives, régulant ainsi la séquence d’événements de la
cascade MAPK (Tanoue and Nishida, 2002). Fait à noter, la mutation gain-de-fonction de
ERK chez la Drosophile (Sevenmaker), est située dans son domaine CD (Brunner et al.,
1994). Cette mutation crée un débalancement au niveau de ses partenaires respectifs et
semble désavantager le recrutement de phosphatases impliquées dans la régulation négative
de ERK (Camps et al., 1998).
Toutes les protéines qui lient les MAPKs via cette pochette d’interaction possèdent
en contrepartie un site spécifique de liaison que l’on appelle un domaine d’ancrage (Biondi
and Nebreda, 2003). Contrairement au motif CD, ce domaine est principalement composé
d’une série d’acides aminés chargés positivement (basiques) entourée d’acides aminés
hydrophobes. En général, chez les facteurs de transcription, ce domaine d’ancrage contient
également un site LXL pour former ce que l’on appelle le domaine D (ou domaine KIM
(Kinase Interaction Motif). La disposition et la distance séparant toutes ces régions
permettent de réguler l’affinité et la spécificité d’association du domaine d’ancrage aux
différentes MAPKs. Chez les facteurs de transcription, ce domaine est toujours localisé en
NT du domaine d’activation transcriptionnel qui contient les sites de phosphorylation par la
MAPK. Cette observation suggère que cette organisation fonctionnelle fait partie d’un
mécanisme dc régulation commun qui assure l’activation spécifique des facteurs de
transcription par les MAPKs. Certains facteurs dc transcription et protéines dc
signalisation possèdent également un domaine d’interaction additionnel appelé le motif
FXFP, qui est spécifiquement reconnu par ERK (ou domaine DEF) (Jacobs et al., 1999).
Cc motif toujours situé en aval des sites dc phosphorylation potentiels de ERK, participe à
la spécificité dc phosphorylation (fantz et al., 2001). La région nécessaire à la liaison de ce
domaine sur ERK n’a cependant pas encore été identifiée. Conformément au domaine D, la
disposition et la distance de la séquence fXfP par rapport aux sites de phosphorylation
contribuent à générer la spécificité pour les protéines de type MAPK (Sharrocks et al.,
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2000). Cependant, l’association des MAPKs avec certaines protéines via ces domaines
d’interaction n’est pas uniquement utilisée pour promouvoir la phosphorylation. À titre
d’exemple, la protéine d’échafaudage JIP-1 (JNK Interacting Protein-1) recrute JNK par
l’intermédiaire de son domaine d’ancrage et induit la formation d’un complexe
multiprotéique rapprochant les membres de la cascade JNK (Whitrnarsh et al., 199$).
1.3.4.1.2. Localisation subcellulaire
La relocalisation subcellulaire de ERK est un critère important dans la mise en place
d’une réponse physiologique adéquate. En condition non stimulée, ERK est
majoritairement cytoplasmique. En réponse à différents stimuli, l’activation de la voie
induit sa transiocation au noyau. Cette relocalisation est un événement essentiel pour
contrôler l’activation de facteurs de transcription particuliers et par conséquent, l’exécution
de divers processus cellulaires (Brunet et al., 1999). L’activation de la voie ERK entraîne
entre autres la régulation de facteurs de transcription de la famille AP-1 (activating
protein-1) et TCFs (temary complex factors) (Pearson et al., 2001). La rétention de ERK
dans le cytoplasme est assurée par différentes protéines. Les phosphatases MKP-3 et PTP
SL (Protein Tyrosine Phosphatase SL), deux enzymes qui inactivent ERK par
déphosphoiylation, sont impliquées dans la rétention de ERK2 dans le cytoplasme (Blanco
Aparicio et al., 1999; Karlsson et al., 2004). Ce phénomène de rétention cytoplasmique
peut également être accompli par MEK, lequel possède une séquence d’exclusion nucléaire
dans sa partie NT (Fukuda et al., 1996). Après stimulation, la phosphorylation de ERK par
MEK occasionne la dissociation de ce complexe et permet à ERK de transiter au noyau
(Fukuda et al., 1997). Les études ont permis de proposer trois mécanismes plausibles de
relocalisation nucléaire. Le premier consiste en une translocation passive de la forme
monomérique dc ERK (Adachi et al., 1999). Le second résulte du transport actif de la
forme dimérique de ERK en utilisant la petite GTPase RAN et les importines (Adachi et al.,
1999). 11 a été montré chez la Drosophile que ERK pouvait interagir avec l’importine DIM
7. Cette dernière est importante pour induire la relocalisation active de ERK au noyau
(Lorenzen et al., 2001). La dimérisation de ERK est nécessaire à sa relocalisation par
transport actif (Cobb and Goldsmith, 2000; Khokhlatchev et al., 199$). Le dernier
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mécanisme de transiocation nucléaire consiste en une interaction directe entre ERK et le
complexe des pores nucléaires (Matscibayashi et al., 2001).
Une fois au noyau, sa rétention nécessite la présence d’une protéine d’ancrage qui
est synthétisée uniquement suivant l’activation soutenue de la voie (Lenormand et al.,
1998). Le recyclage de ERK dans te cytoplasme est médié par MEK grâce à sa séquence
d’exportation nucléaire. Cette relocalisation dépend cependant de l’inactivation préalable
de ERK, puisque MEK ne reconnaît que la forme non phosphorylée (Adachi et al., 2000).
L’inactivation de ERK est réalisée grâce aux MKPs ((MAP) kinase phosphatases). Ces
phosphatases à double spécificité sont requises pour déphosphoryler les résidus de la boucle
d’activation de ERK et par conséquent inhiber son activité catalytique (Earooq and Zhou,
2004; Keyse, 2000). Ces enzymes sont spécifiquement régulées même si certaines d’entre
elles possèdent la capacité de déphosphoryler plusieurs protéines de types MAPK (Saxena
and Mustelin, 2000). MKPI et MKP2 sont induites par exemple suivant l’activation de la
voie ERK (Brondello et al., 1997). L’activité catalytique de MKP3 est qtiant à elle stimulée
suite à son association à ERK (Camps et al., 199$).
Suivant son activation, ERK peut dans certains cas être séquestrée dans le
cytoplasme pour favoriser l’activation de ses effecteurs cytosoliques. En effet, il a été
montré que certaines protéines d’échafaudage comme SEFÏ (Similar Expression to fGf
Genes) et 13-arrestin en ont la capacité (voir section sur les protéines d’échafaudage de la
voie ERK, page 4$) (Tohgo et al., 2002; Torii et al., 2004). PEA-15 (Phosphoprotein
Enriched in Astrocytes 1 5), une molécule également capable de lier ERK, peut empêcher sa
translocation ati noyau, prévenant ainsi l’induction de la transcription et la prolifération des
astrocytes. Elle contient, au même titre que MEK, une séquence d’exclusion nucléaire qui
assure sa localisation cytoplasmique par un mécanisme de transport actif (Formstecher et
al., 2001). PEA-15 pourait également être impliquée dans la sénescence des fibroblastes
humains (Gacimont-Leclerc et al., 2004).
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1.3.4.2. Fonctions biologiques
La voie ERK est impliquée dans la régulation de plusieurs processus cellulaires.
Les réponses biologiques élaborées suite à l’activation de la voie entraînent la
phosphorylation de différents substrats à différents endroits de la cellule. La plupart du
temps, ces événements se répercutent sur la modulation de la transcription de gènes
particuliers dans le but d’assurer la mise en place d’une réponse appropriée.
La croissance et la prolifération cellulaire sont des processus principalement
contrôlés par les niveaux d’activation de la voie ERK. Cette régulation s’effectue entre
autres par l’induction de l’expression de la cycline Dl, laquelle constitue l’une des
premières molécules exprimées lors de la progression du cycle cellulaire de la phase Gi à S
(Lavoie et al., 1996 BC). ERK peut aussi agir par des mécanismes indépendants de la
transcription en affectant par exemple, la synthèse des nucléotides (Graves et al., 2000).
La participation de la voie ERK dans les mécanismes de différenciation de plusieurs
types cellulaires a également été démontrée. Par exemple, la stimulation des cellules PC12
avec le NGF (Nerve Growth Factor) induit la différenciation neuronale par un mécanisme
qui requiert la voie ERK (Marshall, 1995).
Un autre phénomène biologique important où la voie ERK joue un rôle
indispensable est la survie cellulaire. Par exemple dans la lignée cellulaire
phéochromocytome PC12, la privation du ligand NGF mène à l’inhibition de la voie ERK
et à l’activation des mécanismes d’apoptose (Xia et al., 1995). La voie ERK régule
certaines composantes possédant la capacité d’influencer adéquatement la balance entre les
signaux proapoptotique et antiapoptotique (Ballif and Blenis, 2001). Par exemple, la
sérine/thréonine kinase Rsk, une MAPKAP qui peut être phosphoiylée et activée par ERK,
est notamment impliquée dans la promotion de la survie cellulaire. En effet, Rsk (p90
Ribosomal s6 kinase) est capable de phosphoiyler BAD, une molécule proapoptotique, et
d’interférer dans son mécanisme d’action (Bonni et al., 1999). Une évidence
supplémentaire montrant l’implication de Rsk se rattache à son habileté à phosphoiyler le
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facteur de transcription CREB (cAMP Responsive Element Binding protein) qui induit la
transcription de molécules favorisant la survie cellulaire (Bonni et al., 1999).
1.3.5. Spécificité du module RTKJRAS/ERK
Les RTKs ont la capacité de réguler plusieurs processus biologiques. Il a été montré
que la voie de signalisation ERK est essentielle à l’exécution de plusieurs de ces processus.
Des études récentes ont tenté par conséquent d’identifier les mécanismes moléculaires qui
permettent à la voie ERK d’élaborer une réponse spécifique suivant l’activation d’un RTK
donné (Pouyssegur et al., 2002; Simon, 2000; Tan and Kim, 1999). Il a été remarqué que
l’amplitude et la durée d’activation de la voie pouvaient entraîner une réponse cellulaire
adéquate. Cette observation provient entre autres de travaux effectués dans les cellules
PCI2 qui montrent qu’une activation transitoire de la voie ERK par le RTK EGF entraîne
la prolifération tandis qu’une activation soutenue par le NGF induit la différenciation
cellulaire (Marshall, 1995; Schaeffer and Weber, 1999). Cette différence d’activation est
entre autres contrôlée par l’intégration d’une nouvelle voie de signalisation indépendante de
RAS qui converge vers RAF. La caractérisation des différentes isofornies de RAF suite à
l’activation des RTKs EGf et NGf a permis d’éclaircir ces mécanismes. En fait, le
récepteur NGF, contrairement à l’EGF, est capable de stimuler de façon soutenue l’activité
kinase de B-RAf (Wixler et al., 1996). Cette nouvelle voie d’activation requiert la PKA
(dépend de l’AMPc) et la petite GTPase RAPÏ. Cette dernière est capable d’inhiber C
RAF, mais stimule de façon soutenue la voie ERK en s’associant à B-RAF (Ohtsuka et al.,
1996; Vossler et al., 1997; York et al., 199$). Ces études ont par le fait même permis
d’élucider le comportement associé à l’activation dc la voie ERK par l’AMPc dans
différentes lignées cellulaires. Certaines lignées démontrent une inhibition, alors que
d’autres, comme dans les PC 12, affichent une stimulation. Cette différence s’expliquerait
par la présence de B-RAf dans ces lignées cellulaires. Lorsque B-RAf est présent,
l’activation de la voie par l’AMPc est possible. Cependant, lorsque 3-RAF n’est pas
présent, RAP1 exerce un effet négatif sur C-RAf et bloque la voie (Houslay and Kolch,
2000). Les recherches sur la différentiation des PCI2 ont permis d’observer que la voie
ERK coordonne et intègre une voie parallèle (indépendante de RAS), affectant ainsi la
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transmission du signal et la spécificité d’une réponse cellulaire (Schaeffer and Weber,
1999).
1.4. Les protéines d’échafaudage
De façon générale, les protéines d’échafaudage servent de plates-formes pour
l’assemblage de complexes multiprotéiques en liant simultanément plusieurs protéines,
facilitant ainsi la transmission d’un signal (Pawson and Scott, 1997). Présentement, une
grande partie des recherches s’attardent à analyser leurs rôles dans la régulation des voies
de signalisation intracellulaires. Plusieurs questions demeurent encore inexpliquées
concernant la fonction qu’elles exercent et les mécanismes de régulation auxquels elles sont
soumises. Les prochaines lignes traitent des différentes hypothèses et découvertes qui ont
été effectuées afin d’élucider le fonctionnement de ces protéines (Burack and Shaw, 2000;
Vondriska et al., 2004).
1.4.1. Fonction
Tout d’abord, il est important de mentionner que la caractérisation des mécanismes
de transmission des signaux chez S. cerevisae a permis pour la première fois de mettre en
évidence la participation d’une protéine d’échafaudage au sein d’une cascade de
signalisation. Il s’agit de la protéine Ste5 (Elion, 2001). Cette molécule a été décrite
comme étant essentielle à la transmission des signaux au sein de la voie assurant la
reproduction (Bardwell, 2004). Cette voie de signalisation fait partie de l’une des six
cascades de type MAPK que l’on retrouve chez la levure. Ces voies contrôlent différents
processus tels la sporulation, l’invasion/filarnentation, l’intégrité cellulaire et la réponse aux
stress osmotiques (Gustin et al., 199$). Le mécanisme de reproduction chez la levure est
régulé par la fixation d’une phéromone à un récepteur de type GPCR. L’activation du
récepteur entraîne la dissociation du complexe formé d’une protéine G hétérotrimérique
(Œ/f3y). STE5 est capable d’interagir avec le complexe fry, STE1 1 (MAPKKK), STE7
(MAPKK) et fUS3 (MAPK) afin de coordonner cette voie (feng et al., 199$; Marcus et al.,
1994; Printen and Sprague, 1994; Pryciak and Huntress, 199$) (f igure 1.4). La
caractérisation d’une autre protéine d’échafaudage chez la levure a permis de mieux
comprendre la fonction de ces molécules au sein des cascades de signalisation. La protéine
PBS2 est une MAPKK qui fonctionne au sein de la voie assurant la réponse aux stress
osmotiques et possède la capacité d’interagir avec différentes composantes de cette voie.
En fait, PBS2 s’associe à SHO1, une protéine membranaire qui détecte les variations
osmotiques du milieu environnant. PBS2 peut également interagir avec STEI I
(MAPKKK) et HOGI (High Osmolarity Glycerol 1) (MAPK) (Posas and Saito, 1997;
Whitmarsh and Davis, 199$) (f igure 1.4). Ces deux molécules ont été des références dans
les études permettant de définir le comportement des protéines d’échafaudage au sein des
voies de signalisation intracellulaires.
Les recherches suggèrent fortement que les protéines d’échafaudage pourraient
faciliter le rapprochement des molécules. Cette hypothèse a d’ailleurs été vérifiée
biochimiquement en utilisant une forme de STE5 caractérisée par une mutation dans son
domaine de liaison à la MAPKKK STEI 1. Évidemment, cette mutation entraîne une
déficience dans l’activation de la voie responsable de la reproduction chez ta levure. Pour
contourner ce défaut, le rapprochement des deux molécules a été accompli par l’ajout d’un
domaine de liaison alternatif de part et d’autre des molécules. Cette reconstitution permet
de restaurer substantiellement le défaut de signalisation associé à la perte de l’interaction
STE5/STEI I et de recouvrir l’activation de fUS3 (Park et al., 2003). Cette étude démontre
bien que le rapprochement entre les membres d’une même cascade de kinases par
l’intermédiaire des protéines d’échafaudage peut faciliter la transmission du signal (Ferreli
and Cimprich, 2003; Ptashne and Gann, 2003).
Les protéines d’échafaudage permettent également de prévenir le chevauchement
entre les voies de signalisation, ce qui par conséquent assure l’établissement d’une réponse
spécifique. En effet, elles agissent comme isolant en empêchant certaines composantes
partagées par différentes voies de signalisation, d’être activées inadéquatement. Par
exemple, STEI 1 est capable de lier les protéines d’échafaudage STE5 et PBS2 de façon
indépendante (Figure 1.4). Afin de montrer comment ces interactions permettent
d’engendrer de la spécificité, des protéines de fusion STE1 1/STE5 et STE1 I/PBS2 ont été



















Figure 1.4 Représentation schématique des protéines d’échafaudage appartenant aux
différentes voies dc signalisation de type MAPK.
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reliée à la reproduction sans toutefois induire la réponse osmotique. La liaison
STE1 1/PBS2 à l’inverse favorise la réponse osmotique au détriment de la reproduction. De
par ces interactions, STEY 1 est confinée à phosphoryler spécifiquement les substrats qui lui
sont exposés et incite l’engagement d’une réponse biologique précise. De plus, ces
phénomènes sont inhérents aux protéines d’échafaudage et ne requièrent aucun signal en
amont (Harris et aÏ., 2001).
Plusieurs protéines de signalisation contiennent leur propre séquence de localisation
intracellulaire. Toutefois, certaines dépendent de leur association préalable à une protéine
d’échafaudage donnée pour assurer leur ciblage intracellulaire particulier. Par exemple,
MPI est une protéine d’échafaudage de la voie ERK qui recrute MEK1 et ERK1 dans les
endosomes tardifs (Teis et al., 2002; Wunderlich et al., 2001) (figure 1.4). La paxillin
recrute, quant à elle, le module ERK aux sites d’adhésion focaux (Ishibe et al., 2003). 11 est
à noter que les protéines d’ancrage appartiennent à la famille des protéines d’échafaudage.
Leur fonction est directement reliée au ciblage intracellulaire des protéines avec lesquelles
elles interagissent (la plupart des kinases), favorisant ainsi l’efficacité de la propagation du
signal en les plaçant à proximité de leurs substrats. Ces protéines regroupent, entre autres,
les AKAPs (A Kinase Anchor Proteins) et RACKs (Receptors for Activated C-Kinase) qui
agissent respectivement sur les protéines kinases PKA et PKC (Pawson and ScoU, 1997;
Smith and Scott, 2002).
Certaines évidences suggèrent l’implication des protéines d’échafaudage dans
l’activation des protéines kinases avec lesquelles elles interagissent. Ces protéines
d’échafaudage pourraient être impliquées dans la régulation allostérique de ces kinases
(Vondriska et al., 2004). Par exemple, une étude démontre que l’activation de p38Œ peut
être induite suite à son association à la protéine d’échafaudage TABÏ (TAK1 Binding
protein 1) et ce, indépendamment de ses activateurs MKK3 et MKK6 (Ge et aÏ., 2002).
TAB 1 pourrait également agir de manière similaire sur la MAPKKK TAKT (Sakurai et al.,
2000). De plus, au même titre que TAB1, STE5 ne serait pas une simple protéine
d’échafaudage passive. En effet, les recherches proposent qu’elle pourrait agir directement
sur l’activation de la MAPKKK STEI I avec laquelle elle interagit (Elion, 2001).
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Tel que mentionné auparavant, l’activation de la voie de signalisation ERK
s’effectue spontanément à la manière d’un commutateur (Ferrell and Machleder, 1998;
Huang and ferrell, 1996). Les prémisses qui appuient ce phénomène ne sont pas en accord
avec la fonction suggérée exercée par les protéines d’échafaudage. Par exemple, elles
limitent la diffusion aléatoire des différentes composantes de la voie de signalisation ERK.
Également, la phosphorylation non processive de ERK par MEK est contrecarrée par les
protéines d’échafaudage qui favorisent, en contrepartie, la réaction processive en
maintenant à proximité les enzymes et leurs substrats (Levchenko et aI., 2000). La fonction
des protéines d’échafaudage ne semble pas non plus favoriser l’amplification des cascades
de signalisation. Cet énoncé est cependant basé sur une seule étude réalisée chez la
Drosophile qui utilise la cascade de phototransduction impliquant la protéine d’échafaudage
H’JAD (Inactivation No Afterpotential D) (Scott and Zuker, 199$). Cette dernière interagit
avec la PLC, la PKC et les canaux ioniques TRP (Transient Receptor Potential), permettant
ainsi la transmission du signal en réponse à l’induction de la rhodopsine par un photon
lumineux (Tsunoda et al., 1997; Tsunoda and Zuker, 1999). La compréhension de la
fonction des protéines d’échafaudage au sein de ces mécanismes reste à être déterminée.
1.4.2. Régulation
Les protéines d’échafaudage sont régulées afin d’assurer l’accomplissement de leur
fonction au sein des voies de signalisation. Un aspect important de cette régulation
concerne leur niveau d’expression. La variation du niveau d’expression des protéines
d’échafaudage, au sein d’une cascade de signalisation, a été évaluée grâce à des modèles
mathématiques. Ces expériences ont permis de suggérer que les protéines d’échafaudage
ont la capacité d’augmenter la transmission du signal seulement si elles ne sont pas en
excès (Bray and Lay, 1997; Levchenko et al., 2000). Des études biochimiques ont
également permis d’observer ce comportement. En effet, il a été remarqué que la
surexpression des protéines d’échafaudage entraîne une inhibition de la signalisation
intracellulaire. Plusieurs études ont montré que la surexpression de ces protéines ne
reflétait pas précisément leur rôle in vivo. Par exemple, la protéine JIP-I, qui facilite la
signalisation de la voie JNK en a initialement été caractérisée comme régulateur négatif
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(Dickens et al., 1997; Whitmarsh et al., 199$). Cette protéine d’échafaudage a la capacité
d’interagir avec plusieurs composantes de la voie dont MLK3, MKK7 et JNK (Figure 1.4).
Parallèlement, la surexpression de KSR et de IKAP (I-KB Kinase complex-Associated
Protein), deux protéines d’échafaudage régulant respectivement les voies ERK et NF-KB,
inhibent la transmission des signaux (Cacace et al., 1999; Cohen et al., 1998). Cet effet est
appelé inhibition combinatoire. L’augmentation du niveau de concentration de la protéine
d’échafaudage renverse l’équilibre stoechiométrique qui est normalement établi avec ses
partenaires, probablement en séquestrant les protéines du complexe indépendamment les
unes des autres (Vondriska et al., 2004). 11 est à noter que la concentration des protéines
associées à la protéine d’échafaudage est tout aussi critique puisqu’elles ont également la
capacité d’interagir les unes avec les autres. Par conséquent, les recherches proposent que
l’activation des voies de signalisation via les protéines d’échafaudage est une question
d’équilibre et que trop ou pas assez de chacun des membres peut affecter le taux dc
signalisation (Ferrell, 2000).
Les protéines d’échafaudage sont aussi régulées par modifications post
traductionnelles. Ces modifications, qui souvent corrèlent avec l’activation des voies de
signatisation, sembtent être directement impliquées dans la régulation de ces protéines. La
phosphoiylation sur résidus sérine/thréonine ou tyrosine est l’une des modifications
fréquemment observées qui influence positivement ou négativement ta fonction de ces
protéines. Dans certains cas, la phosphorylation entraîne une augmentation des interactions
de la protéine d’échafaudage avec ses partenaires. Par exemple, le recrutement de ERK sur
paxillin, une molécule d’échafaudage au site d’adhésion focal, est contrôlé par Src via
phosphorylation en tyrosine suite à l’activation du RTK HGf (Ishibe et al., 2003). JIP3 est
quant à elle phosphorylée par la MAPKKK ASKI. Cette phosphorylation est essentielle à
l’établissement de la fonction de JIP3 puisqu’elle stimule les interactions avec ses
partenaires MKK4, MKK7 et JNK3 (Matsuura et al., 2002).
Plusieurs mécanismes de régulation additionnels ont été observés au sein des
différentes protéines d’échafaudage. La dimérisation, la relocalisation subcellulaire et le
clivage protéolytique en sont des exemples (Kelkar et al., 2000; Mahanty et al., 1999;
Yablonski et al., 1996; Yasuda et al., 1999).
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1.5. Les protéines d’échafaudage de la voie ERK
Plusieurs protéines d’échafaudage participant au sein de la voie de signalisation
RAS/ERK ont été caractérisées. Elles sont pour la plupart hautement conservées durant
l’évolution. Les prochaines sections expliquent leurs fonctions respectives (Morrison and
Davis, 2003; Whitmarsh and Davis, 1998).
1.5.1. KSR
KSR a initialement été isolée à partir de cribles génétiques RAS-dépendent chez
D. melanogaster et C. eÏegans (Komfeld et al., 1995; Sundaram and Han, 1995; Therrien et
al., 1995). Par homologie de séquence, KSR a ensuite été identifiée dans plusieurs
organismes et s’apparente aux kinases de type RAF (Therrien et al., 1995). Cette molécule
est exprimée de façon ubiquitaire et comprend une forme spécifique au cerveau, B-KSRI,
issue de l’épissage alternatif (Cacace et al., 1999; Giblett et al., 2002; Muller et al., 2000).
KSR est composée de cinq domaines conservés (CA1-CA5). La région CAl, formée de
40 acides aminés, est unique à KSR. Le domaine CA2 est une région riche en prolines,
alors que le domaine CA3 est riche en résidus cystéines (CRD). Le domaine CA4
comporte plusieurs résidus sérines et thréonincs et le domaine CAS, situé en CT,
correspond à un domaine kinase (Figure 1.5). Chez les mammifères, la lysine invariable du
sous-domaine II, impliquée dans la réaction du phosphotransfert, est en fait une arginine.
Cette propriété porte à croire que KSR puisse être dépourvue d’activité catalytique
(Therrien et al., 1995). KSR ne possède aucun domaine RBD alors que son domaine CRD
est structuralement distinct de celui de RAF (Zhou et al., 2002).
Chez la souris, le K.-O. de ksr (ksrj est viable sans aucun phénotype apparent.
Néanmoins, une atténuation significative de la prolifération des cellules T et de l’activation
de la voie ERK a été observée. Les souris KSR sont également caractérisées par la
capacité d’inhiber la formation des tumeurs induite par une forme oncogénique de RAS
(RAS2) (Lozano et al., 2003; Nguyen et al., 2002; Xing et al., 2003). Chez les
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figure 1.5 Représentation schématique de la structure de KSR et de ses différents
partenaires protéiques.
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redondance fonctionnelle entre ces isoformes (aucune étude n’a cependant été effectuée sur
cette dernière). Du fait, chez C. eÏegans, le K.-O. des deux isoformes de ksr est requis pour
obtenir un phénotype létal, validant ainsi cette possibilité (Ohmachi et al., 2002).
Les études génétiques et biochimiques chez la Drosophile ont montré que KSR est
requise en aval des RTKs à l’insuline, SEV (Sevenless) et TORSO, lesquels sont reconnus
pour activer la voie RAS/ERK (Anselmo et aI., 2002; Roy et al., 2002; Therrien et al.,
1995). De plus, sa fonction serait requise en aval de RAS, mais en amont ou en parallèle de
RAF. Depuis sa découverte, certains groupes prétendent que KSR possède une activité
kinase alors que d’autres décrivent KSR comme une molécule d’échafaudage (Kolesnick
and Xing, 2004; Morrison, 2001; Roy and Therrien, 2002). En effet, certaines études
suggèrent que l’activité kinase de KSR est stimulée par le récepteur EGf ou les cytokines
(Grassme et al., 2001; Kolesnick and Xing, 2004; Xing et al., 2000; Zhang et al., 1997).
KSR, ainsi activée, phosphoryle RAf sur sa Thr269, participant dès lors à son processus
d’activation (Wang and Studzinski, 2001; Xing et al., 2004; Xing and Kolesnick, 2001).
Plusieurs groupes n’ont par contre jamais réussi à reproduire ces résultats (Denouel-Galy et
al., 199$; Michaud et al., 1997; Muller et al., 2000; Stewart et al., 1999). D’ailleurs, des
mutations dans KSR qui normalement abolissent l’activité d’une kinase sont capables de
complémenter chez C. etegans un phénotype causé par une perte de fonction de KSR
(Stewart et al., 1999). D’autres travaux proposent plutôt que KSR agit comme protéine
d’échafaudage en permettant le recrutement de plusieurs membres dc la voie ERK pour
faciliter la transmission des signaux (Muller et aÏ., 2000; Nguyen et al., 2002; Roy et al.,
2002; Stewart et al., 1999) (figure 1.5). Entre autres, le domaine kinase de KSR interagit
avec MEK de manière constitutive (Cacace et al., 1999; Denouel-Galy et al., 199$; Yu et
al., 199$). Des recherches ont montré que cette interaction est fonctionnellement requise
puisque plusieurs mutations dans KSR, issues des cribles génétiques, abolissent cette
association (Muller et al., 2000; Roy et al., 2002; Stewart et al., 1999). Ces études ont
également montré que cette association était responsable de l’inhibition de la voie ERK
suivant la surexpression de KSR (Denouel-Galy et al., 199$; Johnson et al., 1998;
Sugimoto et al., 199$; Yu et al., 1998). Cette propriété a par le fait même été utilisée dans
le but d’élaborer des cribles génétiques chez la Drosophile (Huang and Rubin, 2000;
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Therrien et al., 2000). Les autres membres du complexe qui interagissent avec le domaine
kinase de KSR sont les protéines HSP7O, HSP9O et CDC37. Ces protéines pourraient avoir
un effet sur la stabiLité de KSR (Ory et al., 2003; Stewart et al., 1999) (figure 1.5).
Après stimulation, KSR est recrutée à la membrane via son domaine CRD (Michaud
et al., 1997). Même si ce domaine est capable d’interagir entre autres avec la sous-unité y
de la petite protéine G, aucune autre interaction impliquant un lipide n’a été rapportée (Ecu
et al., 1999) (figure 1.5). KSR est capable d’interagir avec RAF de façon inductible à la
membrane et cette interaction semble dépendre de son domaine kinase (Therrien et al.,
1996; Xing et al., 1997). Toutefois, chez la Drosophile, l’association semble constitutive et
nécessite également l’intégrité du domaine CAl de KSR. Ces études suggèrent fortement
que la fonction de KSR est de coordonner le rapprochement de RAF à son substrat MEK,
pour faciliter la transmission du signal (Roy et al., 2002). La régulation de la localisation
intracellulaire de KSR nécessite des interactions avec plusieurs protéines dont 14-3-3,
C-TAKI (CDC25C-Associatcd Kinase J), PP2A, IMP (Impedes Mitogenic signal
Propagation), mais aussi des événements de phosphorylation et de déphosphorylation (Ory
and Morrison, 2004; Raabe and Rapp, 2003) (figure 1.5). De façon similaire à RAf, KSR
est capable d’interagir avec les protéines chaperonnes de type 14-3-3 afin de stabiliser sa
conformation inactive par Fintemiédiaire des phosphosérines Ser297 et Ser392 (Cacace et
al., 1999; Muller et al., 2001; Stewart et al., 1999; Voile et al., 1999; Xing et al., 1997)
(f igure 1.5). La phosphorylation de la Ser392 est assurée par la kinase C-TAK1 qui est
capable de s’associer de manière constitutive à KSR (Muller et al., 2001) (Figure 1.5).
Nm23-Hl, une kinase impliquée dans la suppression des métastases, est également capable
d’interagir avec KSR et de phosphoryler sa Ser392 (Hartsough et al., 2002; Salerno et al.,
2005). KSR peut interagir avec la sérine/thréonine phosphatase PP2A. Cette dernière, de
manière inductible, peut déphosphoiyler la Ser392 pour favoriser la relocalisation de KSR à
la membrane (Ory et al., 2003). Récemment, un nouvel effecteur de RAS-GTP, IMP, a été
identifié comme partenaire de KSR. IMP est capable de réguler négativement la voie ERK
en limitant la formation d’un complexe RAF/MEK par la séquestration de KSR dans un
compartiment cellulaire Triton-insoluble. Après activation, RAS recrute IMP et stimule sa
dégradation via sa propre activité E3 ligase pour permettre à KSR d’exercer sa fonction sur
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le module ERK (Matheny et al., 2004; Ory and Morrison, 2004). Les études proposent que
l’ouverture de KSR entraîne Fexposition de son domaine CA4 (région riche en sérines et
thréonines). Situé dans cette région, le motif fXFP serait dévoilé, permettant alors le
recrutement de ERK (Cacace et al., 1999; Jacobs et al., 1999; Muller et al., 2000). Ainsi,
KSR pourrait participer à la transmission des signaux en favorisant la phosphorylation
séquentielle entre RAf/MEK/ERK. ERK peut aussi phosphoryler KSR, mais le motif de
cet événement n’est pas encore compris (Cacace et al., 1999).
Récemment, la fonction de KSR au sein du complexe KSRIRAF/MEK a davantage
été caractérisée dans notre laboratoire (Douziech et al., 2005, manuscrit en préparation).
En fait, KSR ne serait pas une simple protéine d’échafaudage, elle participerait activement
au processus d’activation de RAF. Ce mécanisme encore mal définis requiert non
seulement une association entre CNK NT et le domaine catalytique dc KSR, il dépend
également d’une nouvelle protéine principalement composée d’un domaine SAM appelée
HYP (Hyphen) (voir Figure 1 .5). Cette dernière assure le recrutement de KSR au domaine
SAM de CNK. D’un point de vue moléculaire, il semble que CNK NT puisse, suivant
l’intégration d’un signal RAS, moduler l’activité de KSR par l’intermédiaire d’un
changement allostérique. KSR ainsi stimulée pourrait à son tour activer le domaine kinase
de RAF également via un changement conformationnel (Douziech et al., 2005, manuscrit
en préparation).
1.5.2. CNK
CNK a été identifiée lors d’un crible génétique dépendant de KSR chez
D. rneÏanogaster (Therrien et al., 1998). Différents homologues ont par la suite été
identifiés chez A. garnbiae, C. elegans et l’humain (CNK1-2-3). Le gène cnk2 (ou
IVL4GUIN [Membrane-Associated GUanylate Kinase-fNteracting protein] chez le rat)
encode deux transcrits résultant d’un épissage alternatif, soit cnk2A et 23 (maguin-1 et -2)
(Lanigan et al., 2003; Yao et al., 1999). Le gène cnk3 correspond à deux ESTs situés sur le
même chromosome et séparés par 100 kb (CNK3A et CNK3B/PIP3-E) (Douziech et al.,
2003; Krugmann et al., 2002).
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Les homologues de CNK ont tous une architecture similaire (Figure 1.6). Ils
contiennent tous un domaine SAM (Schultz et al., 1997), un domaine PDZ (Nourry et al.,
2003) et un domaine PH (Lemmon and Ferguson, 2000). Une région de $0 acides aminés
très conservée, située entre les domaines SAM et PDZ, a permis de définir une nouvelle
région appelée CRIC (conserved region in CNK). Une délétion de trois acides aminés dans
cette région, identifiée lors d’un crible génétique chez D. metanogaster, a montré son
importance fonctionnelle (Therrien et al., 1998). CNK possède aussi des régions riches en
prolines ainsi que des tyrosincs situées au sein de sites consensus pour la liaison de
domaines SH2.
Les premières analyses génétiques réalisées chez la Drosophile à l’aide d’allèles
mutants de CNK ont permis de démontrer qu’elle avait un rôle important dans plusieurs
processus dépendants des RTKs, telles la différenciation, la prolifération et la survie
cellulaire. Sa fonction au sein de la voie ERK se situe en aval de RAS, mais en amont ou
en parallèle de RAF (Therrien et al., 1998). Simultanément, des études biochimiques ont
montré que la déplétion de CNK par la ARNi dans plusieurs systèmes de cellules en culture
(Drosophile et mammifères), empêche l’activation de la voie ERK par les RTKs 5EV, NGF
et à l’insuline (Anselmo et al., 2002; Bumeister et al., 2004; Douziech et al., 2003).
Les premières études ont montré que CNK avait la capacité d’interagir avec RAF et
ont proposé qu’elle pourrait agir comme protéine d’échafaudage dans la voie RAS/ERK
(Therrien et al., 1998). Des études génétiques et biochimiques de surexpression ont permis
de mieux caractériser sa fonction. La surcxpression de la partie NT de CNK
(SAM+CRIC+PDZ) dans l’oeil dc la Drosophile augmente le phénotype d’oeil rugueux
causé par RAS”2 contrairement à la partie CT (Therrien et al., 1999). Ces observations ont
aussi été remarquées dans un essai d’activation de la voie ERK sur des cellules en culture
(Douziech et al., 2003). Ces résultats suggèrent que la partie NT intègre positivement des
signaux RAS alors que la partie CT inhibe le flux de signalisation de la voie ERK.
L’intégration d’un signal RAS nécessite ses domaines SAM et CRIC. Cet effet
fonctionnel, situé entre RAS et RAF, pourrait réguler directement la fonction intrinsèque de
RAF et promouvoir l’activation de la voie ERK (Douziech et al., 2003; Therrien et al.,
1999) (Figure 1.6).
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Figure 1.6 Représentation schématique de la structure de CNK et de ses différents
comportements au sein de la voie ERK.
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D’un autre côté, l’effet inhibiteur de CNK CT est situé entre RAF et MEK et semble
prévenir la phosphorylation de MEK par RAF (Douziech et al., 2003) (Figure 1.6). CNK
interagit directement avec le domaine kinase de RAF et celle association semble être
conservée chez la plupart des homologues (Lanigan et al., 2003; Rabizadeh et al., 2004;
Therrien et al., 199$; Yao et al., 2000). CNK de Drosophile contient une région appelée
RIR (Raf lnhibitory Region) d’environ 40 acides aminés qui constitue la séquence
minimale requise pour exercer l’effet inhibiteur (f igure 1.6). Cette région est formée de
deux motifs appelés RIM (RAF-Interacting Motif) et IS (Inhibitory sequence) corequis
pour l’effet inhibiteur de CNK. Le motif RIM est essentiel pour l’interaction avec RAF.
Le RIR pourrait agir comme pseudosubstrat en inhibant l’activité kinase de RAF (Douziech
et al., 2003).
Chez les mammifères, différentes observations suggèrent que CNK pourrait
participer dans la régulation de différentes voies de signalisation en aval des petites
GTPases. Par exemple, CNK semble posséder la capacité de réguler la voie RAL. En
effet, il a été observé que CNK pouvait interagir avec RAL et l’une de ses GEFs, Rlf
(RALGDS-like factor) (Jaffe et al., 2004; Lanigan et al., 2003). La voie de signalisation
RHO semble également être influencée par CNK. En effet, CNK1, via son domaine PH, a
la capacité d’interagir avec une forme constitutivement activée de RHOA (RHOAL63). Du
point de vue fonctionnel, CNK1 est impliqtiée dans la régulation de la transcription RHOA
spécifique dc type SRF (Serum Response Factor) (Jaffe et al., 2004; Lopez-Ilasaca et al.,
2005). Une autre étude a également démontré l’implication de CNK1 dans l’activation de
la voie JNK par RHO et qu’elle est capable d’interagir avec deux GEFs de type RHO et des
composantes de la voie TNK, soit MLK2, MLK3 et MKK7 (Jaffe et al., 2005).
CNK aurait aussi la capacité de réguler l’apoptose de concert avec l’effecteur de
RAS appelé Norel (Novel RAS effector I). En effet, CNK1 interagit avec RASSF1A
(RAS association domain family lA gene), une molécule adaptatrice ayant le potentiel
d’hétérodimériser avec Norel pour induire l’apoptose (Rabizadeh et al., 2004).
Finalement, la forme de rat de CNK, MAGUIN, a été identifiée comme partenaire des
protéines S-SCAM (Synaptic Scaffolding Molecule), P5D95 (Postsynaptic Density protein
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of 95 kDa) et Densin-l80 (Ohtakara et al., 2002; Yao et al., 1999). Ces études suggèrent
que CNK puisse jouer un rôle dans la formation des complexes protéiques localisés à la
jonction post synaptique des neurones (Ohtakara et al., 2002; Yao et al., 1999).
1.5.3. Autres
SUR-8 a été identifiée dans des cribles génétiques chez C. eÏegans (Selfors et al.,
199$; Sieburth et al., 1998). SUR-8, qui est un régulateur positif de la voie, est
principalement formée de motifs riches en leucines fonctionnant en aval de RAS, mais en
amont ou en parallèle de RAF. SUR-8 interagit avec RAS et ce, indépendamment de son
activité GTPase (Sieburth et al., 1998). En surexpression, SUR-8 coopère avec RAS’12
pour stimuler la voie ERK. Elle possède également la capacité d’interagir avec RAF.
Certaines analyses suggèrent que SUR-8 puisse augmenter l’interaction RAS-RAF pour
favoriser la transmission des signaux (Li et al., 2000).
MP1 a été identifiée comme partenaire de MEK1 dans un crible double hybride
chez la levure. MP1 est une petite protéine de 13,5 kDa qui interagit sélectivement avec
MEKI et ERKÏ. Des études biochimiques montrent que MP1 favorise spécifiquement le
rapprochement de ces deux composantes pour faciliter la transmission des signaux dans la
cascade ERK (Schaeffer et al., 1998). L’association entre MPI et ERKI varie selon le
signal contrairement à son association à MEKÏ (Sharma et al., 2005). Le complexe
MP1/MEK1/ERK1 est localisé, par l’intermédiaire d’une petite protéine appelée pi4, à la
surface externe des endosomes tardifs (Wunderlich et al., 2001). La présence de MP1 et de
p14 est essentielle pour l’activation de la voie ERK1 après stimulation à l’EGF. p14, de par
sa capacité à recruter le complexe MP1/MEK1/ERK dans les endosomes tardifs, permet de
compartimentaliser l’activation de la voie ERK (Teis et al., 2002). Cette particularité
régulerait la signalisation à partir des récepteurs internalisés.
SEF est une protéine transmembranaire initialement identifiée chez le poisson zèbre.
Sa fonction serait d’antagoniser la signalisation FGF en aval ou en parallèle de MEK.
L’induction de sa transcription est positivement régulée par la signalisation FGF, suggérant
ainsi un mécanisme de rétroinhibition potentiel (Furthauer et al., 2002; Tsang et al., 2002).
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Une autre étude a montré que SEF pouvait également bloquer l’activation de la voie
RAS!ERK en interagissant avec le récepteur FGFRI (Kovalenko et al., 2003: Tsang et al.,
2002). Ces deux résultats suggèrent donc que SEF peut moduler négativement la voie ERK
à plusieurs niveaux. Or, la caractérisation de l’inhibition MEK par la forme humaine de
SEF a permis de proposer qu’elle pouvait également agir comme protéine d’échafaudage.
En effet, SEF est capable de lier conjointement MEK et ERK. Cette interaction inhibe la
dissociation du complexe MEK!ERK en les retenant principalement au Golgi. La
translocation de ERK au noyau est ainsi bloquée sans que son activité kinase ne soit
affectée. Cette compartimentalisation favorise plutôt la phosphorylation de substrats
cytoplasmiques. Par conséquent, SEF contrôle spécifiquement la localisation du complexe
MEK!ERK (Torii et al., 2004).
MEI(K1 a originellement été identifiée par similarité de séquence avec STEI 1, son
homologue chez la levure (Lange-Carter et al., 1993). MEKK1 est une sérine/thréonine
kinase constituée d’une longue région régulatrice en NT (Xu et al., 1996). Les premières
études de surcxpression montrent que MEKK1 est capable d’activer les voies JNK, p38 et
ERK (Lange-Carter et al., 1993; Minden et al., 1994; Xu et al., 1996). Par la suite, les
études ont établi que son activité était principalement requise pour l’activation de la voie
JNK (Minden et al., 1994; Yan et al., 1994; Yujiri et al., 199$). Son rôle au sein de cette
voie a d’ailleurs été confirmé en utilisant les cellules MEKKF’. L’activation de la voie
ERJ( par le sorbitol, le sérum et le LPA (Lysophosphatidic acid) dans ces mêmes cellules,
est également diminuée. Ces résultats suggèrent donc que la fonction de MEKK1 est
requise non seulement dans la voie JNK, mais aussi dans la voie ERK (Yujiri et al., 199$).
Or, MEKKI peut interagir avec RAF-1, MEK1 et ERK2 et pourrait donc agir comme
protéine d’échafaudage de la voie ERK (Karandikar et al., 2000). Le mécanisme
moléculaire par lequel MEKK1 facilite ta transmission des signaux de cette voie n’est pas
connu. Néanmoins, des analyses Il? vitro montrent que MEKKI peut phosphoiyler MEKI
sur les mêmes résidus que son activateur naturel RAF (Gardner et al., 1994; Yan and
Templeton, 1994). L’hypothèse est que MEKK1, en tant que protéine d’échafaudage,
pourrait contrôler l’activation spécifique des voies JNK et ERK dans le but de maintenir un
équilibre dynamique entre un signal apoptotique et un signal de survie cellulaire en réponse
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aux stress. Par exemple. Finduction de l’apoptose par une stimulation soutenue au sorbitol
entraîne l’activation de la voie ERK pour ensuite induire sa dégradation par le protéasome.
Cette dégradation est directement assurée par l’activité E3 ligase de MEKKI (Lu et al.,
2002). En effet, l’abolition de l’interaction entre MEKKI et ERK, prévient sa dégradation
de même que l’induction de l’apoptose (Lu et al., 2002). Ces résultats suggèrent que dans
la phase initiale, les deux voies (ERK et JNK) permettent de répondre au stress
adéquatement, par contre si le stress est maintenu, la survie cellulaire médiée par la voie
ERK est régulée négativement, permettant ainsi à la cellule d’entrer en apoptose.
La f3-arrestin est une molécule impliquée dans la régulation de la signalisation en
aval des GPCRs (récepteurs couplés aux protéines G). Sa fonction très versatile est
essentielle au niveau de la désensibilisation et de l’intemalisation des récepteurs de même
que dans la modulation des voies de signalisation p38, JNK et ERK. Suite à l’activation
des GPCRs, 13-arrestin est recrutée à la membrane, laquelle peut s’associer directement à
ces récepteurs (Lefkowitz and Whalen, 2004; Shenoy and Lefkowitz, 2003). 11 existe un
réseau complexe de signalisation menant à l’activation de la voie ERK en aval des GPCRs
(Luttrell, 2003). 13-arrestin peut agir comme protéine d’échafaudage pour relier les GPCRs
à l’activation de la voie ERX. En effet, suite à l’activation du récepteur PAR2 (protease
activated receptor 2), -arrestin-1 interagit avec RAFI et ERKÏ/2 dans les vésicules
intematisées (Defea et al., 2000). De façon similaire, la stimulation du récepteur AT1aR
(Angiotensine II type la Receptor) permet de recruter le complexe formé par la 13-arrestin-
2, C-RAF, MEK1 et ERK2 dans les vésicules endosomales (Luttrell et al., 2001). Ces
études suggêrent que l’endocytose du complexe f3-arrestin-récepteur peut être étroitement
reliée dans le contrôle de l’activation de la voie ERK. En effet, suite à l’activation du
récepteur AT1aR, 3-arrestin inhibe la translocation nucléaire de ERK, favorisant ainsi la
phosphoiylation de ses substrats dans le cytoplasme (Tohgo et al., 2002). Par conséquent,
ce complexe peut influencer les processus physiologiques associés à l’activation de la voie
ERK par ces récepteurs (Defea et al., 2000; Luttrell et al., 2001; Tohgo et al., 2003).
Paxillin est principalement formée de domaines susceptibles de médier des
interactions protéine-protéine. Située au site d’adhésion focal, lieu où les intégrines sont
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engagées avec la matrice extracellulaire, paxillin possède un rôle critique dans la
signalisation en aval des molécules d’adhésion et de certains RTKs. Paxillin favorise
l’assemblage de complexes multiprotéiques et permet d’établir un lien entre ces récepteurs
et la réorganisation du cytosquelette via la régulation de l’activité des petites GTPases de
type RHO (Brown and Tumer, 2004). Plus particulièrement, paxillin est capable de réguler
la signalisation en aval du RTK HGf. Ce dernier est impliqué dans la morphogenèse des
cellules épithéliales de par sa capacité à induire l’étalement cellulaire, la migration et la
formation des tubules. Ces événements requièrent entre autres F activation de la voie ERK
(Fincham et al., 2000). Paxillin semble agir comme protéine d’échafaudage en
interagissant avec RAF, MEK et ERK. Suite à l’activation du récepteur HGf (Hepatocyte
Growth Factor), Src phosphoryle paxillin dans un site d’ancrage consensus de type fXFP
dans le but d’induire le recrutement de ERK (Ishibe et al., 2003). Lorsque le complexe est
formé, le module ERK est activé directement sur paxillin et permet à ERK de phosphoryler
à son tour paxillin, régulant ainsi l’association paxillin-fAK. Cette tyrosine kinase est
impliquée, entre autres, dans l’activation des petites GTPases qui régulent la réorganisation
du cytosquelette (Ishibe et al., 2004; Liu et al., 2002).
GIT1 (GRK-interactor Ï) a initialement été identifiée par double hybride comme
partenaire de GRK2 (Premont et al., 199$). GIT1 fait partie d’une famille de protéines
formée de GITI/CAT-Ï et de GIT2/CAT-2/PKL/KIAAO 14$ (Bagrodia et al., 1999;
Premont et al., 1998; Premont et al., 2000; Turner et al., 1999). Ces protéines possèdent
une activité GAP et peuvent réguler les GTPases de type ARF, lesquelles sont impliquées
dans la régulation du transport vésiculaire et de l’actine cytosquelettique (Vitale et al.,
2000). GIT1 et GIT2 sont impliquées dans Ï’endocytose des GPCRs et des RTKs
(Premont et al., 199$; Premont et al., 2000). GITI est également impliquée dans la
formation de complexes protéiques aux sites d’adhésion focaux via son interaction avec
paxillin. Ces complexes sont composés des protéines PIX (PAK-lnteracting exchange
factor)/PAK, NCK, FAK dans le but de réguler la motilité cellulaire aux sites d’adhésion
focaux (Bagrodia et al., 1999; Premont et al., 2000; Tumer et al., 1999; West et al., 2001;
Zhao et al., 2000). L’activation de la voie ERK par Src nécessite la présence de GIT. En
effet, la surexpression de Gui prolonge l’activation de la voie tandis que sa déplétion
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Finhibe. Le comportement de GIT1 s’apparente à celui des protéines d’échafaudage de la
voie ERK. GITI interagit constitutivernent avec MEK. La phosphorylation de GIT1 par
Src est nécessaire pour l’activation de la voie ERK, cependant la conséquence moléculaire
de cet événement demeure inconnue (Yin et al., 2004). GITI pourrait être impliquée dans
la localisation et/ou dans l’activation du module ERK aux sites d’adhésion focaux.
MORGI (MAPK Organizer I) est une protéine principalement formée de domaines
WD-40. Elle a été identifiée dans un crible à double hybride chez la levure comme
partenaire de MP1. MORG1 est capable d’interagir avec RAF, MEKI, ERK1 et MPJ. Sa
surexprcssion augmente l’activation de la voie ERK lorsque les cellules sont stimulées au
F35 (Fetal Bovine Serum). MORG1 semble donc être une nouvelle protéine
d’échafaudage de la voie ERK (Vomastek et al., 2004).
LSPY (Lymphocyte-Specific Protein I) est une protéine dLI cytosquelelle capable de
lier l’actine et d’interagir avec MEK1, KSR et ERK2. Cette association permettrait à LSPI
de moduler la voie ERK (activation plus tardive) et de cibler spécifiquement le complexe
ERK au niveau des filaments d’actine (Cao et al., 2001; Harrison et al., 2004).
1.6. SFKs
La famille des SFKs intègre des signaux provenant de plusieurs récepteurs et régule
une variété impressionnante de processus biologiques, telles la prolifération, la
différenciation, la mobilité et l’adhésion cellulaire (Parsons and Parsons, 2004; Thomas and
Brugge, 1997). Le premier membre de cette famille à avoir été caractérisé est l’oncogène
rétroviral (v-Src) qui provient du RSV (Rous Sarcoma virus) (Martin, 2004). Plusieurs
protéines kinases possédant une structure similaire ont par la sciite été identifiées chez les
mammifères et constituent les membres de la famille des SFKs Src, Fyn, Yes, Lyn, Hck,
Lck, Fgr, 31k et Yrk (Thomas and Brugge, 1997). Ces dernières peuvent être divisées
selon leur expression. Src, Fyn et Yes sont ubiquitairernent exprimées alors que les autres
membres de la famille semblent plutôt être exprimés au niveau des cellules du système
hématopoiétique. Les membres des SFKs sont très conservés à travers les espèces et
possèdent tous un arrangement de domaines fonctionnels similaires (Figure 1.7) (Boggon
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and Eck, 2004). Ces protéines sont myristoylées en NT (certaines sont palmitoylées) et
sont principalement associées à la surface interne de la membrane plasmique. En NT, elles
possèdent une région unique spécifique à chacun des membres des SFKs. Elles contiennent
également des domaines de liaison SH3 et SH2 suivis d’un domaine à activité tyrosine
kinase. L’autophosphorylation de la tyrosine invariable (Tyr 416) (la numérotation des
acides aminés utilisée provient de la séquence de Src chez le poulet), située dans la boucle
d’activation du domaine kinase, est nécessaire pour l’activation complète de Src. La queue
CT possède une tyrosine (Tyr 527) qui est importante pour leur régulation négative. Il a été
observé que l’expression de Src est souvent augmentée dans différents cancers et plus
particulièrement ceux du côlon où des mutations oncogéniques ont d’ailleurs été identifiées
(F rame, 2002; Yeatman, 2004).
1.6.1. Structure tridimensionnelle
Afin d’élucider le mécanisme moléculaire qui régule les membres de la famille des
SFKs, la structure tridimensionnelle des formes autoinhibées chez l’humain (Src, Hck) et le
poulet (Src) a été générée (Sicheri et al., 1997; Williams et al., 1997; Xu et al., 1997). Ces
études démontrent que dans sa conformation inactive, Src est autorégulée par des
interactions intramoléculaires médiées par ses domaines SH2 et SH3. Ces domaines sont
structuralement repliés sur le domaine kinase (du côté opposé au site actif), réprimant ainsi
son activité catalytique. Plus précisément, le domaine SH2 lie la phospho-Tyr527 et le
domaine SH3 interagit avec une portion du segment qui relie le domaine SH2 au domaine
kinase appelé le « linker» (Figure 1 .7) (Roskoski, 2004). Ce dernier contient une séquence
qui forme une hélice polyproline de type II. Il contient également des résidus qui peuvent
interagir avec le N-lobe du domaine kinase. La conformation du domaine catalytique est
comparable à celle de la PKA. La plus grande différence s’observe au niveau de la position
de l’hélice OEC. Celle-ci adopte une structure particulière qui est complètement
incompétente à l’alignement des acides aminés essentiels à la catalyse. Deux acides aminés
invariables de l’hélice OEC (G1u310 et la Lys295) sont désorientés et ne peuvent former une






Figure 1.7 A: Représentation schématique de structure de c-Src. Les étoiles représentent
les différents sites de phosphorylation positif (416) et négatif (527). B : Représentation


















intramoléculaires stabilise le domaine catalytique dans une conformation inactive et
empêche la phosphorylation de la boucle d’activation ainsi que la liaison de substrats
(Boggon and Eck, 2004).
La conformation adoptée par les domaines SF13 et SH2 de Src a été observée dans
d’autres protéines tyrosine kinases. La protéine Abi (Abelson kinase), qui possède un
arrangement structurel similaire aux SfKs, en est un exemple. Même si AbI ne contient
pas de phosphotyrosine dans sa partie CT, sa structure crystalline a montré que son
groupement myristoyle en NT contribue à l’auto-inhibition en liant une poche hydrophobe
située dans le C-lobe (Harrison, 2003). Étonnamment, la structure crystaïline active de Src
a également révélé la présence d’une telle poche hydrophobe, supportant l’hypothèse d’une
régulation par la liaison de son groupement myristoyle (Cowan-Jacob et al., 2005).
1.6.2. Mécanismes d’activation et de régulation
L’oscillation entre l’état inactif et actif dc Src peut être influencée par différents
facteurs. D’après les études structurelles, les domaines régulateurs forment des interactions
intrarnoléculaires qui participent au maintien de l’état inactif de la kinase. L’engagement
de ces domaines suivant la fixation de partenaires pourrait relâcher ces contraintes exercées
sur le domaine kinase (Boggon and Eck, 2004) (figure 1.7). La protéine Nef (Negative
factor) provenant du HIV-1 (Human Immunodeficiency Virus-1), par exemple, possède
une haute affinité pour le domaine SH3 de Hck. La liaison entre ces protéines stimule
l’activité kinase de Hck (Moarefi et al., 1997). Plusieurs protéines possédant des
phosphotyrosine qui ont de l’affinité pour le domaine SF12 de Src peuvent également
compétionner et prévenir l’association intramolécutaire de ce domaine avec la Tyr527. De
façon comparable, la délétion de la Tyr527 caractéristique de la forme v-Src du RSV lui
permet de se comporter comme un oncogène, suggérant ainsi que cette région est
essentielle pour la stabilisation d’une confonTiation inactive. La régulation de linteraction
du domaine SF12 avec la Tyr527 dépend de sa phosphorylation préalable par la tyrosine
kinase Csk (CT Src kinase). Cette réaction peut cependant être négativement régulée par
une phosphatase. Plusieurs phosphatases ont d’ailleurs été identifiées telles que PTP-Œ,
C64
PTP-, SHP-1 (SH2 Inositol 5-Phosphatase 1), SHP-2, PTPIB et CD45 (Bjorge et al.,
2000). Les études crystallographiques suggèrent que le désengagement des domaines
régulateurs sur le domaine kinase pourrait désordonner le segment d’activation et exposer
la Tyr416 pour qu’elle puisse être phosphorylée. Cette phosphorylation permettrait de
stabiliser la conformation active et favoriserait la création d’une plate-forme pour la liaison
de substrat (Xu et al., 1999). L’autophosphorylation de cette tyrosine est un événement
intermoléculaire, c’est-à-dire qu’elle se déroule en trans entre deux molécules de Src
(Cooper and MacAuley, 198$). D’ailleurs, il a été démontré que ses domaines SH3 et SH2
pouvait former des dimères (Eck et al., 1994).
1.6.3. Les SFKs chez la Drosophile
Deux gènes homologues aux SFKs de mammifères ont été identifiés chez
D. melanogaster, soit 8rc64 et 8rc42 (Simon et al., 1985; Takahashi et al., 1996). Il a été
démontré que la fonction de Src64 est requise durant la morphogenèse des canaux en forme
d’anneaux durant l’oogenèse (Dodson et al., 199$). Ces canaux permettent à l’oocyte, qui
est transcriptionnellement inactif de recevoir des cellules nourricières avoisinantes tout le
matériel nécessaire pour l’embryogenèse précoce. La morphogenèse de ces canaux
nécessite des réarrangements de Ï’actine cytosquelettique qui sont dépendants de Src64
(Dodson et al., 1998).
Src42 constitue l’homologue le plus rapproché des SFKs. L’analyse de sa fonction
dans différents tissus et à différents stades du dévelopement suggère qu’il possède la
capacité de moduler la différenciation des photorécepteurs, mais également d’altérer les
jonctions cellule-cellule et l’assemblage de l’actine cytosquelettique (Takahashi et al.,
1996). De façon surprenante, des données génétiques suggèrent que Src42 possède un rôle
négatif en aval des RTKs chez la Dorosophile (Lu and Li, 1999; Therrien et al., 199$).
1.7. Organismes modèles
Les études sur la signalisation intracellulaire ont rapidement progressées grâce aux
études utilisant les modèles animaux D. inetanogaster et C. elegans. Ces organismes sont
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particulièrement intéressants du fait qu’ils sont faciles à manipuler génétiquement et que les
mécanismes moléculaires qui assurent leur développement sont très bien caractérisés. La
réalisation de plusieurs cribles génétiques de concert avec le séquençage de leur génome a
permis de démontrer que plusieurs voies de signalisation intracellulaires, dont la voie
RAS/ERK, sont très conservées au sein de ces animaux (Adams et al., 2000). La plupart
des membres de ces cascades de signalisation sont représentés par une seule isofomie
comparativement aux mammifères où plusieurs protéines peuvent souvent exécuter la
même fonction. Cette observation corrobore le fait que ces organismes possèdent une
moins grande complexité ce qui facilite ainsi l’étude des différents mécanismes de
transmission des signaux au sein de ces voies (Morrison et al., 2000).
Chez la Drosophile, plus de 178 gènes sont homologues aux 287 gènes associés à
des maladies chez l’humain (Bemards and Hariharan, 2005). Il devient donc très
intéressant d’étudier ces gènes et de tenter d’élaborer des crible génétiques qui permettront
d’identifier de nouveaux gènes associés à ces maladies (St Johnston, 2002). Plusieurs
cribles génétiques utilisant l’oeil de la Drosophile ont été élaborés afin de caractériser la
voie RASIERK chez la Drosophile et ont permis d’identifier dc nouvelles protéines. Le
développement de cet organe est un processus hautement régulé par différentes voies de
signalisation intracellulaires (Voas and Rebay, 2004). L’oeil adulte est composé d’environ
800 unités structurales appelé ommatidies. Chaque ommatidie est composée de huit
photorécepteurs (Rl à R$) et d’une douzaine de cellules non neuronales accessoires. La
différenciation des photorécepteurs commencent au troisième stade larvaire après qu’une
constriction apicale, appelée le sillon morphogénétique, ait traversé le disque de l’oeil en
partant de la région postérieure vers la région antérieure. Ce processus enclenche le
recrutement et la différenciation successive de chacun des photorécepteurs en commençant
par le R8, suivi du R2/5, R314, R1/6 et du R7. La différenciation des photorécepteurs (sauf
le R$) est assurée par des signaux provenant de ceux déjà différenciés et requiert entre
autres la stimulation du récepteur à l’EGF (EGFr). Toutefois, contrairement aux
photorécepteurs Ri à R6, la différenciation du R7 requiert l’activation d’un second RTK,
soit Sevenless (Mollereau and Domingos, 2005). L’activation de ces RTKs entraîne la
mise en place du processus de différenciation par l’entremise de la voie de signalisation
C
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RAS/MAPK. La surexpression de certaines composantes de cette voie (forme activée ou
perte de fonction) peut faire varier le nombre de photorécepteurs, se traduisant ainsi par
l’apparition d’un oeil d’apparence rugueux. Différents cribles génétiques ont été effectués
afin d’identifier de nouvelles composantes capables de modifier soit positivement, soit
négativement ce phénotype.
La spécification de la différenciation de la vulve chez C. eÏegans constitue
également un processus biologique dépendant de la voie RAS/MAPK et du RTK EGF
(LET-23). Plus particulièrement, son développement se fait à partir de trois des six cellules
précurseurs totipotentes qui reçoivent un signal de la cellule d’ancrage (ligand EGf) et vont
se différenciées adéquatement pour former les structures de la vulve centrale et latéral. Les
autres cellules vont former de l’épiderme. Comme chez la Drosophile, le phénotype de la
vulve peut être modulé suite à l’augmentation ou la diminution du flot de signalisation de la
voie RTK!RAS/ERK, permettant ainsi l’élaboratoin de crible génétique (Chang and
Sternberg, 1999; Moghal and Stemberg, 2003).
1.8. Objectifs de la thèse
Un crible génétique chez la Drosophile a permis d’identifier CNK. une nouvelle
composante positive qui participe à la signalisation de la voie RAS/MAPK (Therrien et al.,
1998). CNK contient plusieurs domaines impliqués dans des interactions protéine-protéine,
ce qui suggère qu’elle puisse agir comme multiadaptateur. Il a été montré que CNK
pouvait interagir spécifiquement avec RAF. Elle a également la capacité d’influencer soit
positivement, soit négativement la signalisation RAS/MAPK (Douziech et al., 2003;
Therrien et al., 1998). De plus, la coexpression de CNK avec une forme activée du RTK
SEV (SEVSU) induit sa phosphorylation sur des résidus tyrosines (Therrien et aI., 1998).
Ces résultats suggèrent que la fonction de CNK pourrait être régulée par phosphorylation
suite à l’activation des RTKs.
Ces observations forment la base sur laquelle s’appuie notre objectif principal, soit
de caractériser les mécanismes moléculaires par lesquels CNK intègre les signaux RTK
dépendants au sein de la voie de signalisation RAS/MAPK. Nous avons premièrement
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tenté d’identifier les résidus tyrosines importants pour la phosphorylation de CNK.
C Deuxièmement, nous avons cherché à démontrer l’importance fonctionnelle et le mode
d’action par lequel ces résidus permettent à CNK d’intégrer et de transmettre des signaux
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2.1. Abstract
CNK, an essential component of Drosophila RTK/MAPK pathways, regulates
oppositely RAF function. This bimodal property depends on the N-terminal region ofCNK,
which integrates RAS activity to stimulate RAF and a bipartite element, called the RAf
Inhibitory Region (RIR), which binds and inhibits RAF catalytic activity. Here, we show
that the repressive effect of the RIR is counteracted by the ability of Src42 to associate, in
an RTK-dependent manner, with a conserved region located immediately C-terminal to the
RIR. Strikingly, we found that several cnk loss-of-function alleles have mutations clustered
in this area and provide evidence that these mutations impair Src42 binding. Surprisingly,
the de-repressing effect of Src42 does flot appear to involve its catalytic function, but
critically depends on the ability of its SH3 and SH2 domains to associate with CNK.
Together, these findings suggest that the integration of RTK-induced RAS and 5rc42
signais by CNK as a two-component input is essential for RAF activation in Drosophila.
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2.2. Introduction
The mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathway is a critical route used by
numerous receptor tyrosine kinases (RTKs) to convey proliferation, differentiation and
survival signais (for review, sec Widmann et aÏ., 1999). At its core, this pathway comprises
one isoform of each of the RAF, MEK and ERKIJvIAPK family of kinases, respectively,
which form an evolutionarily conserved signaling unit also referred to as the MAPK
module.
Given its position in the module, RAF is the entry point for RTK-induced upstream
events. Three RAf proteins exist in mammals, namely, A-RAF, B-RAF and Raf-1/C-RAF,
and one member is present in Drosophila or C. elegans (for review, see Dhillon and Kotch,
2002; Chong et al., 2003). RTK-induced activation of the small GTPase RAS was
recognized early on as a critical event in RAF activation. RAS triggers plasma membrane
anchoring of RAF through a direct contact between GTP-loaded RAS and RAF. However,
this step is insufficient to induce RAF activation, but is a pre-requisite for a complex series
of regulatoiy events. For example, Ste2O-lïke kinases and Src family kinases (SFKs) have
been shown to collaborate with RAS in RTK-induced Raf-1 activation, owing to their
ability to directly phosphorylate Raf-1 serine 338 (S338) and tyrosine 341 (Y341),
respectively. However, these particular events are probably specific to Raf-1 as the
equivalent S338 residue in B-RAF is constitutively phosphorylated, whereas the Y341-like
residue is not conserved in B-RAf or in Drosophila and C. elegans RAF. Nonetheless, it
remains possible that these kinases use different means to regulate RAF members. This
would be consistent with genetic findings in DrosophiÏa which suggest that RAF is also
reguÏated by an RTK-induced, but RAS-independent pathway, Iinked to SFKs (Hou et al.,
1995; Li et aI., 2000).
In addition to kinases and phosphatases regulating RAF activity, a number of
apparently non-enzymatic proteins also modulate RAF function. One ofthese is Connector
eNhancer of KSR (CNK), an evotutionarily-conserved multidomain-containing protein
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1998). Genetic experiments in flues indicated that CNK activity is required downstream of
RAS, but upstream of RAF. thus suggesting that CNK regulates RAF activity. In agreement
with this interpretation, CNK was found to directly interact with the catalytic domain of
RAF and to modulate its function (Therrien et al., 1998; Anselrno et aI.. 2002; Douziech et
al.. 2003). The role of CNK, however, is probably flot restricted to the MAPK pathway.
tndeed, although mammalian CNK proteins have also been found to modulate the
RAS/MAPK pathway (Lanigan et aI., 2003; Bumeister et aI., 2004), recent studies
indicated that they also control other events, including membrane/cytoskeietai
rearrangement (Bumeister et al., 2004), Rho-mediated SRf transcriptionai activity (Jaffe et
al., 2004) and RASSFIA-induced ceil death (Rabizadeh et al., 2004). Given their ability to
influence distinct signaling events, it is possible that CNK proteins act as signal integrators
to orchestrate crosstalks between pathways.
Intriguingly, although CNK activity is vital for RAS/MAPK signaling in
Drosophila, we recently found that it has opposite effects on RAF function (Douziech et al.,
2003). A structure/function analysis revealed, on the one hand, that two domains (SAM and
CRIC) Iocated in the N-terminal region of CNK are integrating RAS signaIs enabling RAF
to phosphorylate MEK. However, die ability of CNK to associate with the RAF catalytic
domain was mapped to a short bipartite element, named the RAf-Inhibitory Region (RIR),
that strongly antagonized MEK phosphorylation by RAF. Surprisingly, the RIR exerted its
effect even in the presence of RAS signais, hence resulting in lower RAS-induced MAPK
signaling output.
Here, we show that the inhibitory effect ofthe RIR is relieved by an RTK-induced
SFK signal. Specifically, we have identified a region located immediately C-terminal to the
RIR including tyrosine 1163 (Y! 163) that is essential for CNK’s positive function in vivo
and for Sevenless (SEV) RTK-dependent MAPK activation. We found that upon SEV
expression, one of the two SfKs found in Drosophila. Src42 (Takahashi et al.. 1996),
associates and mediates, through the Y1 163 region of CNK, RTK positive effects on the
MAPK module. Remarkably. cnk Ioss-of-function mutations affecting the Y1 163 region are
fully cornpensated by inactivation of die RIR, thereby arguing that die Y1163 region 15
integrating the RTK-induced Src42 signal to counteract the RIR inhibitory function.
G
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Unexpectedly, genetic and molecular evidence revealed that it is flot Src42 catalytic
function per se, but rather its binding capacity that is the key event in this process. Taken
together. these resuÏts provide compelling evidence that CNK regulates RAF function by
integrating both RAS and Src42 signais elicited by an RTK.
o
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2.3. Materials and methods
2.3.1. Plasmids
Copper-inducible flag-tagged fL-CNK, NT-CNK and CT-CNK constructs were
described in Therrien et al. (199$). Arnino acid positions corresponding to additional CNK
constructs are indicated in the text and were generated by standard procedures. CNK’ 163F
cDNA was introduced in the psE P-element vector to create transgenic lunes similar to
F[sE-CNK] (Therrien et al., 199$). for genomic rescue experiments, we assembled in
pBlueScript a 5.5 kb cnk genomic fragment extending $75 bp upstream of the flrst
methionine (corresponds to sequences between cnk ORF and the flrst upstream gene) and
ending imrnediately after the STOP codon. ADH 3’UTR sequences were introduced at the
3’-end and a 3XFIag tag was inserted at the first ATG. The engineered cnk genomic
fragment (pcnk-cnk) was then mutagenized to generate desired point mutations. The
genomic constructs were either used for expression in S2 celis or the inserts were moved to
a P-element vector.
for Src42 constructs, a PCR-generated cDNA was introduced in a copper-inducible
vector. A PYO epitope tag was introduced at the C-terminus and then was directed
mutagenized to produce the different mutants used in this study. Nterrn and Cterm Src42
constructs correspond to amino acid positions 2 to 240 and 224 to 517, respectively. A VS
epitope was introduced at the N-tenTlinus for these two constructs. SH3m and 5112m variants
had a W100K and R157K replacement, respectively. The SH3 and SH2 domains (WT and
mutant versions as above) fused to GST encompassed amino acid position 59 to 128 and
120 to 231, respectively, and were expressed under a copper-inducible promoter.
The SevS constructs were described in Therrien et al. (1998), whereas the RAS”12
and MAPK constructs were described in Douziech et al. (2003).
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2.3.2. Genetics, Molecular Analysis and Histology
fIy culture, crosses and P-element-mediated germ une transformations were
conducted according to standard procedures. The sE-CNK’” and RAS’7’2 transgenic flues
were described in Therrien et ai., (199$). At least two indcpendent lines were characterized
for each construct (sE_cnk)’iI63F and cnk genomic rescue constructs). The Src4228
allele has a P-element inserted in the 5’UTR of the Src42 locus which obliterates
expression (data not shown).
Moiecular characterization of cnk and Src42 alleles (Therrien et al., 2000) was
performed essentially as described (Therrien et al., 199$).
Scanning electron microscopy and sectioning of adult Drosophila eyes were
conducted as described by Wassarman et al. (2000) and by Tomlinson and Ready (19$7),
respectiveiy. At least thrce independent eyes were analyzed per genotype.
2.3.3. Ce!! Culture and Transfections
Plain and stable S2 ccli lines were maintained and transfected as described in Roy et
ai. (2002). Heat-inducible Sev511- and copper-inducible RAS”12-expressing stable cdl unes
were described previously (Therrien et al., 199$; Roy et ai., 2002). Unless specified
otherwise, Sev51’ expression (in stable celis or foilowing hs-Sev511 transfection) was
induced by a 30 min heat-treatment at 37°C and celis were harvested 2 hr later. for Egfr
activation, an Egfr-expressing S2 cell line was stimulated with supernatant from Spitz
secreting cciis (Schweitzer et al., 1995). RASvI2 expression or other copper-inducible
expression constructs werc induced 4$ hr post-transfcction by adding 0.7 mM CuSO4 to thc
cdl medium and celis were harvested 16 1w later. The amount oftransfected plasmids were
aiways adjusted among related constructs to obtain similar protein leveis. RNAi
cxperirnents were conducted essentially as described in Douziech et al. (2003).
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2.3.4. Protein Analysis and Antibodies
NP-40 celi lysates were prepared and analyzed cither directly or following
immunoprecipitation as described in Roy et al. (2002) Sources for a-CNK, Œ-SEV, cL-
RAS 1, Œ-pMAPK, Œ-FLAG, Œ-PYO, cL-MYC and cL-HA antibodies have been mentioned
in Douziech et al. (2003). Œ-MAPK and cL-pY (clone 4G10) antibodies (Ab) were from
Chemicon and USB, respectively, whereas the a-V5 and a-GST antibodies were from
Invitrogen and Oncogene Research Products, respectively. cL-Src42 and a-5rc64 polyclonal
antibodies were generously provided by J. Dixon, and the cL-Tec29 mAb (clone 119) was a
kind gift of S. Beckendorf. Glutathione-sepharose beads were from Amersham Biosciences.
For in vitro kinase assays, NP-40 ceil lysates were irnmunoprecipitated using cL
CNK or Œ-PYO (Src42) and immunoprecipitates were washed three times in NP-40 lysis
buffer and once in kinase buffer (25 mM Hepes pH7.2, 150 mM NaC1, 5 mM MgCI2, 5mM
MnCI2, I mM DTT and lmM Na3VO4). Kinase reactions were initiated by adding 10 tCi
of y32P-ATP, 5 jiM ATP and 2 ig of acid-treated enolase (Roche) and incubated for 20 min
at 3 0°C.
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2.4. Resuits and discussion
2.4.1. Endogenous CNK is Tyrosine-Phosphorylated upon RTK
Activation
Co-expression ofa CNK construct and activated Sevenless (SEVSi) in S2 celis was
previousÏy shown to induce tyrosine-phosphorylation of CNK (Therrien et al., 1998). To
assess the speciflcity of this event, we verifled whether endogenous CNK also becomes
tyrosine-phosphorylated upon SEVSH expression. As shown in f igure 2.1A (left panel),
SEVSlLexpression lcd to sustained tyrosine phosphorylation of endogenous CNK, which
paralleÏed MAPK kinase activation. Similar resuits were obtained by stimulating the
Drosophila Egf or Insulin RTKs (Figure 2.IA, center and right panels). Together, these
resuits indicated that CNK is a bona fide and common RTK-dependent tyrosine
phosphorylation target.
2.4.2. CNK Tyrosine Pliosphorylation and Activïty Depend on
its Y1163 Region
To map the rcgion(s) associated with tyrosine phosphorylation, we transfected S2
celis with SEVSH and various f lag-tagged CNK deÏetion constructs (Figure 2.18). A C-
terminal (CT) CNK variant was almost as efficiently phosphorylated as full-length (FL)
CNK, whereas an N-terminal (NT) CNK protein was three to five times less efficientÏy
phosphoryÏated (Suppl. Figure 2.1). Because of its apparently greater phosphorylation
stoichiometry, we dccided to narrow down the region(s) of CT-CNK associated with
tyrosine phosphorylation. Five additional CT-CNK truncations (CTI to CT5, Figure 2.18)
were co-expressed with SEV511 and their respective tyrosine phosphorylation level was
determined. These experiments revealed that sequences between arnino acid positions 1059
and 1271 are the rnost critical for CNK tyrosine phosphorylation (Figure 2.18 and Suppl.
figure 2.1).
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Figure 2.1 Activation of RTKs Induces Tyrosine Phosphorylation ofEndogenous CNK.
(A) Stable S2 celis expressing heat-inducible SEVSN (left panel), wild-type Egfr (middle
panel), or plain S2 cells (right panel) were stirnulatcd by heat-shock, Spitz or hurnan Insulin
(10 tg/ml), respectively, and harvested at the indicated time (h [hoursJ or rn [minutesj).
Total and tyrosine phosphorylated CNK levels were assessed by immunoblots following
immunoprecipitation (IP) of endogenous CNK. Total and activated MAPK (pMAPK)
levels wcre determined from celI lysates. Results presented here and thereafier are
representative of a least thrce similar experirnents. (B) Schematic (top une) of full-length
(FL: 1557 arnino acid) CNK and its conserved domains/elernents (Douziech et al., 2003).
Representations and arnino acid position of various Flag-tagged CNK variants are shown
betow and arbitrary + or















Supplernentat Figure 2.1 Mapping of CNK Tyrosine Phosphorylation
CNK constructs shown in Figure 2.1B were transfected (3.5 — 7.5 mg) in S2 ceils and
exprcssed for 72 hours. SEVS11 expression was induced in lanes 2 to 9. CelIs lysates were
immunoprecipitated (TP) using Œ-flag. Total and tyrosine phosphorylation levels of the
CNK variants were dctcrmined using a-Flag (left panel) and Œ-pY (right panel) antibodies,
respectively.
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The 1059-1271 area contains three tyrosine residues. InterestingÏy, these residues
are Iocated within a —90 amino acid stretch that is highly conserved between D.
melanogaster and A. garnbiae CNK (Figure 2.2A). The conserved stretch bas two other
striking features: 1) the first haif corresponds to the so-called RAf-Inhibitory Region (RIR)
that associates with the kinase domain of RAF and inhibits its catalytic functioti (Douziech
et al., 2003); 2) two prcviously characterized alleles of cnk (E-1222 and E-1756) have
amino acid changes within the second baif of conservation (ThelTien et al., 199$ and
Figure 2.2). As these are Ioss-of-function alleles (Therrien et al., 1998 and data flot shown),
it suggested that the second haif of homology plays a positive role during signaling. During
the course of this work, we characterized other cnk allcles to identify additional
functionally relevant areas. Remarkably, of the eleven alleles that were sequenced, three
(one stop codon and two amino acid changes) were specifically found in this area (Figure
2.2A and 2.23).
To examine tE-te relevance of each tyrosine within ttie 1059-1271 arca, we
independently changed them to a phenylalanine residue and tested their respective impact
on SEVSllinduced CNK tyrosine phosphorylation. We also tested CNK variants that
carried the mutation found in cnk756 (Gi Î55S) and cnk222 (E1164K). Mutagenesis of
the flrst two tyrosines (Y1085 and Y1136) did flot affect phosphorylation (F igure 2.2C,
lanes 4 and 5). However, mutation of Y1163 severely decreased it (Figure 2.2C, lane 7),
thus identifying Y! 163 as a critical residuc in this event. lnterestingly, the Gi 155S and
El 164K mutations also impaired, albeit to a lesser degree, CNK phosphorylation, thus
suggesting that not only the Y1163 residue, but also the second haif of hornology is
involved in this event.
The fact that cnk’756 and cnk’222 are loss-of-function alleles and that their
associated arnino acid change correlates with reduced CNK phosphorylation (Figure 2.2C),
suggested that this or a related event is required for CNK function. We investigatcd this
possibility by flrst verifying whether mutagenesis ofthe Y1 163 residue also affected CNK
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Figure 2.2 The Y1 163 Region is Essential for CNK Function and Tyrosine
Phosphorylation.
(A) Arnino acid comparison ofthe 1062-1171 region of D. meÏanogaster (Dm) CNK to an
equivalent region (pos. 1 193-1318) in A. Gambiae (Ag) CNK. Identical and conserved
residues are in black and grey boxes, respectively. The RAF-Inhibitory Region is a
negatively acting bipartite region made of a RAF-Interacting Motif (RIM) and an adjacent
Inhibitory Sequence (IS; Douziech et al., 2003). Black dots highlight thc three tyrosine
residues of the area. Position and amino acid change found in five cnk alleles are also
indicated. (B) Schematic representation of CNK is shown as a reference to position cnk
mutations characterized in this study, or previously (Therrien et al., 199$; dcnoted by a
star). Allele numbers and affected arnino acid positions are shown to the teft. The hollow
square indicates a three amino acid in-frame deletion. X denotes missense mutations,
whereas a truncated line indicates premature ORF tenriination caused by cither a frame
shift mutation (XE-1040 and XE-218) or by a nonsense mutation (remaining alleles). (C)
S2 cells were transfected with the indicated FL-CNK variants (0.5 — 0.7 tg), kinase
inactivated SEVs (0.5 fig) or SEVSH (0.5 kg). The CNK variants were expressed for a






Dm 1O62 !GF 1’ I . I -1--H H- T’STQQSAMS








E-188f (Qi 126SIOP) E-1916 (Lii 30Q(Ç
SSVTKLEK s---- •SVSI I 1PESKBZ
GAGPPQPA EE • - iIADIy
B SAM CRIC PDZ Pro PH
Allele # Amino acid
______________________
position



















I P I 6 . a-pY
a-FIag — fX-CNK
Lysates I . Œ-SEV
12345678
83
activity. Overexpression of FLCNK during Drosophila eye deveÏoprnent was previously
shown to weakly antagonize RAS signaling apparently owing to its ability to inhibit RAF
catalytic fitnction (Douziech et al., 2003). We reasoned that if the Yl 163 residue is
normally integrating an RTK-dependent signal, then its mutagenesis should increase CNK
dominant-negative effect. To verify this, we overexpressed fLCNK\’H63F during eye
development. In contrast to wild-type fL-CNK (figures 2.3A and 2.3 C), overexpression of
one copy of the fL-CNK 163F transgene potently antagonized normal eye deveÏopment
(f igures 2.313 and 2.3D) therefore arguing that the Y1 163 residue is important for CNK
activity.
To show that the Y1 163 residue is genuinely required for CNK function, distinct
cnk genomic rescue constructs were generated and testcd in transgenic flues for their ability
to rescue the recessive lethality associated with cnk Ïoss-of-function. Whilc the wild-type
CNK construct fully restored vïability to a lethal cnk allelic combination, the CNK163
construct was devoid of activity (Table 2.1 and data flot shown), thus confimiing the
functionaÏ importance of that residue. The inhibitory activity ofCNK bas been shown to be
mediated by the RIR (Douziech et al., 2003). Because the Y1163F mutation eÏevated
CNK’s dorninant-negative effect (f igure 2.3), we suspected that in that context, the kIR
has an increased inhibitory potential. 1f that was the case, then mutagenesis of the RIR
should counteract the effect ofthe Y1 163f mutation. To test this, we inactivated the RIR in
the Y1 163f context by introducing a three amino acid change in the Inhibitory Sequence
(15) of the RIR (RIRmt; Douzicch et al., 2003). Remarkably, the CNKRtRmutYH63F double
mutant construct rescued the recessive lethality associated with cnk Îoss-of-function alleles
to the same extent as CNK (Table 2.1 and data not shown) thereby demonstrating that
disruption of the RIR can reverse the cnk”63’ mutation. Together, these findings revealed
that the two conserved regions within the 1059-1271 area act oppositely and that the Y1l63




(A-B) Scanning elcctron micrographs of aduit eyes. Anterior is to the right. (C-D) Apical
eye sections at the plane ofphotoreceptor cells for the foltowing genotypes: (C) P[sE-CNK]
/ +; (D) P[sE-CNK”63”] / +. Example of a normal ommatidium is indicated by the arrow
in (C): it comprises six large rhabdomeres (one for each outer photoreceptor [PR] celi)
surrounding a smaller rhabdomere associated with the R7 PR celi. Dark staining granules
around each ommatidium are produced by pigment cells. Arrow head in (C) highlights one
ommatidium missing an outer PR cdl. Expression of CNK”63 also affects pigment cells







Figure 2.3 Forced Expression of cnk”63’ Interferes with Drosophila Eye Development.
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E-IO8 ,IVkI63J1Genotype % ofcnk /cn aduit flues a # offlies scored b
cnk’’° I cnk2jk3]3 0 3 15
cnk’ ‘° I cnk’t2’63’3 , pcnkcnk’’ 19.6 825
cnk’’°88/ cnk’’2’6313 ,pcnk—cnk’”631 0 578
RiRuzutcnk’ ‘° I cnk’2’”6313 , pcnk-cnk 21 .2 663
JURiziul—cnkE / cnk’’6314 , pcnk-cnk 19.5 619
Y1163f
Table 2.1 Genomic Rescue Experimcnts Revcaled the RIR / Y1163 Region Tntcrplay within
CNK
The fulÏy penetrant larval lethality associated with cnk’’°88 / cnk’’2’6314 trans-heterozygous
flics is cornpletely rescued by introduction of one copy of a wild-type cnk genomic rescue
construct (pcnk-cnk’). a for a full rescue, the expectcd ratio of viable cnk°S8/cnk2»0’63I4
flics over total progeny is 20%. b The number of flics scorcd rcprescnts a compilation of
two independent transgenic lines.
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2.4.3. Src42 Associates with CNK and Medïates CNK Tyrosïne
Phosphorylation in an RTK-dependent Manner
To characterize the functional connection between the RIR and the Y1 163 region,
we sought to identify the tyrosine kinase mediating CNK phosphorylation. As we faited to
detect direct in vitro phosphorylation of CNK by SEVSH (data not shown), we exarnined
whether non-receptor tyrosine kinases ofthe Src family could be implicated.
Drosophila bas two SfKs, Src42 and Src64 (Simon et al., 1985; Takahashi et al.,
1996). To verify their involvement, we separately eliminated their contribution by RNAi. In
addition, we tested the effect of removing endogenous RAS as well as Tec29, a non
receptor tyrosine kinase of the Tec family (TfKs; Smith et al., 2001). lnterestingly,
depletion of endogenous Src42 reduced SEV511-induced CNK phosphorylation, whereas
none ofthe other targets had an effect (Figure 2.4A). To investigate whether the inability of
RAS depletion to affect CNK phosphorylation could be due to residual, but sufficient RAS
activity, we depleted concomitantly endogenous RAS and its exchange factor SOS to
further lower down the RAS-dependent signaling branch regulating MAPK. As shown in
Suppl. Figure 2.2A, simultaneous depletion of both proteins almost eliminated 5EV-
induced MAPK activation, but did not decrease CNK tyrosine phosphoiylation. Moreover,
to determine whether Src64 or Tec29 could contribute, yet to a lower extent than Src42, to
the total phosphorylation level of CNK, we verified whether removing concomitantly the
two SfKs and Tec29 had a greater impact than 5rc42 depletion alone. As shown in Suppl.
f igure 2.23, no further decrease was observed. Therefore, these data indicated that 5rc42
acts as an intermediate kinase linking activated 5EV to CNK tyrosine phosphorylation and
suggested that this event is RAS-independent. Consistent with this, co-expression of
activated Src42 (Src42’51) and the f L-CNK variants recapitulated the YI 163-dependent
phosphorylation of CNK (Suppl. Figure 2.3). However, these resuits taken together are not
sufficient to conclude that 5rc42 is speciflcally phosphorylating the Y1 163 residue ofCNK.
Among various scenarios, it is possible that this residue is flrst phosphorylated by another
87
Figure 2.4 Src42 Associates and Mediates CNK Tyrosine Phosphorylation in an RTK
dependent manner.
(A) SEVSH stable ceils were incubatcd ± the indicated double-stranded RNAs (15 jig/rnI)
for four days prior to inducing SEVSH expression. (B) SEV511 or RAS”2 stable cells were
cultured as in (A) and treated as indicated. Endogenous CNK was then imrnunoprecipitated
(IP) using Œ-CNK and subjected to an in vitro kinase assay. Samples were resolved by
SDS-PAGE and analyzed by autoradiography and immunoblotting. A star indicates the
putative identity of the radioactive band. Src42 RNAi reversed the effccts of SEVs
expression (lane 3), thus demonstrating the involvement of Src42 in mediating the effects
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Supplernental figure 2.2 SEV-induced tyrosine phosphorylation of CNK is RAS-, Src64-
and Tec29-independcnt
(A and B) SEVSI I stable cells were plated with or witbout the indicated dsRNAs (15
mg/rnl) for four days prior to inducing SEVS1J expression. Ceil lysates or
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Supplemental Figure 2.3 Src-mediated CNK Tyrosine Phosphorylation
S2 ceils were transfccted with the indicated combinations offlag-tagged FL-CNK variants
(0.5
— 0.7 mg), kinase-inactivated Src42K276R (0.35 mg) or constitutively activated
Src42Y5 11F (0.5 mg). Expression ofpyo-Src42 constructs were induced 2.5 hours prior to
harvesting the celis. The CNK variants were expressed for a total of 36 hours under the
control of the constitutive cnk promoter. WT denotes wild-type. Ceil lysates were
immunoprecipitated and analyzed using indicated antibodies.
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kinase and then serves as a docking site for Src42 SH2 dornain, thereby allowing Src42 to
phosphorylate (an)other tyrosine residue(s) on CNK. Incidentally, this model turned out to
be the most likeÏy (sec below).
To determine whether Src42 associates with CNK, we immunoprecipitated
endogenous CNK from lysates of untreatcd or heat-trcated hsSEVS celis and probed the
immunoprecipitates for the presence of Src42. Indeed, Src42 was found to interact with
CNK, but only upon SEV expression (Figure 2.43, top panel, compare lanes I and 2).
Immunoprecipitation of endogenous Src42 also co-precipitated CNK upon SEV expression
(data flot shown). Consistent with the fact that RAS is apparently flot involved in SEV
induced tyrosine phosphorylation of CNK, elimination of endogenous RAS did not affect
the Src42/CNK association (lane 4). furthermore. expression of activated RAS (RAS’2)
did not stimulate CNK tyrosine phosphorylation nor did it induce its association with Src42
(compare lanes 5 and 6). Together. these findings dernonstrated that CNK and Src42 form a
complex in vivo and that their association is SEV-dependent, but RAS-independent. As
expected, no SEV-induced association with CNK bas becn detected with either endogenous
Src64 or Tec29 (data flot shown).
The presence of endogenous Src42 in the CNK immunoprecipitates prompted us to
ask if it was catalytically active, and if so, whether it could promote CNK phosphorylation
de novo. We thus prepared anti-CNK immunoprecipitates as above and incubated them in a
kinase assay cocktail containing y32P-ATP and the Src substrate enolase. As shown in
f igure 2.4B, strong phosphorylation of enolase was detccted (flfth panel from the top) as
wetl as in a band migrating at the position of Src42 (second panel from the top), which
rnost likely corresponds to auto-phosphorylated Src42. Interestingly, another major
radioactive band was observed at the position of CNK (fourth panel from the top) that we
believe is CNK, although it is possible that this signal represents an irrelevant protein co
migrating with CNK. Taken together, these resuits provide compelling evidence that CNK
associated 5rc42 is catalytically active. furthermore, although we cannot rule out the
invotvement of intermediate kinase(s), these data suggest that Src42 phosphorylates CNK.
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2.4.4. Src42 Regulates Positively MAPK Activation through the
Y1163 Region ofCNK
We next wanted to investigate the relationship linkïng Src42 and CNK and its
relevance with respect to RTK-dependent MAPK activation. Using RNAi, we fïrst depleted
endogenous Src42 levels from SEVS cetis and tested the ability of SEVSH to activate
endogenous MAPK. Similar to decreasing endogenous SOS, RAS or CNK by RNAi
(Figure 2.5A, lanes 4, 6 and 7), depletion of Src42 impaired MAPK activation (lane 5), thus
showing that Src42 plays a positive role in RTK-rnediated MAPK activation. In contrast,
rernoval of endogenous Src64 (or Tec29) had no effect (Suppi. Figure 2.23, and data flot
shown), which suggest that the two Drosophila SFKs perforrn distinct foies downstream of
the RTKs or respond differently depending on the RTK. Consistent with these possibiiities,
depletion ofendogenous Src42 also affected EGFR- and InsR-dependent MAPK activation,
whereas elimination of endogenous Src64 (or Tec29) had no effect (data flot shown).
Finally, removal of endogenous Src42 had no effect on RAS”12-induced MAPK activation
(Figure 2.5B, lane 5), thus implying that Src42 is acting upstream and/or in parallel to RAS.
To investigate whether the Y1 163 region of CNK is relevant for Src42 positive
effect, we used an RNAi-based rescue assay developed previously to identify functionally
relevant regions of CNK (Douziech et al., 2003). In brief a dsRNA targeting the 3’-UTR of
CNK was used to deplete endogenous CNK, which was then complemented by transfecting
a CNK rescue construct that uses heterologous 3’-UTR sequences. In contrast to a wild
type (WT) construct, a CNK’1163 construct barely restored SEV-dependent MAPK
activation in ceils depleted of endogenous CNK (Figure 2.5C, lanes 2-5), which
dernonstrated that the Y1 163 residue is integrating an RTK signal required for full
activation ofthe MAPK module. Given the inhibitory role ofthe RIR on the MAPK pathway
(Douziech et al., 2003) and that its inactivation in vivo is reversing cnk loss-of-function
caused by the Y1 163F mutation (Table 2.1), we verified whether inactivating the RIR in the
Y1 163F context would reinstate CNK activity. As shown in Figure 2.5C (lane 6), the
CNKm’l63l construct was as active as CNK”’L thus providing biochemical evidence
that the Y1 163 region is integrating a signal that relieves the inhibitoty effect ofthe RIR.
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f igure 2.5 Src42 is a Positive Component of the MAPK pathway that Acts Through the
Y1163 Region ofCNK.
(A
- B) SEVSH or RAS’2 stable ceils were incubated + die indicated double-stranded
RNAs (15 jig/ml) for four days prior to inducing SEVSH or RAS’’2 expression. (C - D)
Rescue ofMAPK activation caused by depletion ofendogenous CNK in S2 celis. for these
experiments, ceils were pre-plated + RNAi (10 ig/m1) and then transfected 24 hours later
with the indicated constructs: (C) HA-tagged MAPK (0.15 jig), SEVSH (0.1 tg), and the
CNK rescue cotistructs (0.04 tg). SEV expression was induced 48 hours post-transfection.
(D) HA-MAPK (0.15 jig), HA-RAS’2 (0.1 tg), and the CNK rescue constt-ucts (0.01 tg).
Transgene expression was induced 48 hours post-transfection. CNK rescue constructs
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We then reasoned that if the RTK-induced signal integrated by the Y1163 region is
mediated by Src42, then removing endogenous Src42 and CNK concomitantly should
abolish CNK’ rescuing activity to the same extent as CNK’11631, but should flot affect the
rescuing potential of CNKRIRm1t 163F as this construct should bypass the need in Src42
activity. Interestingly, we found that CNK was flot totally devoid of activity, but could
somewhat rescue Src42 depletion (f igure 2.5C, compare lanes 7 and 8) probably because
endogenous RAS activated by SEVSH plays a dominant role during RAF activation and as
CNK stiil integrates RAS activity through its N-terminal domains, this leads to
detectable phospho-MAPK. Nonetheless, the CNKY63F construct was as active as CNK”
in this context (lane 9), which strongly suggested that Src42 effect is indeed mediated by
the Y1 163 region. furthermore and as predicted, the CNK mut-Y I 163f construct was flot
affected by Src42 depletion (lane 10), thus demonstrating its ability to circumvent the need
in Src42. f inalÏy, in support of the view that RAS plays a major role in these events,
abrogation of MAPK activation by depleting both endogenous CNK and RAS could not be
rescued by any ofthe CNK constructs (f igure 2.5C, lanes 11 to 14).
Taken together, the resuits presented above suggest that the Y1163 region is
integrating a 5rc42-dependent, but RAS-independent signal. If this view is correct, then
RAS”2-induced MAPK activation should not depend on the Y1 163 residue. Moreover, as
the RIR is inhibitory in a RAS”2on1y context (Douziech et al., 2003), its inactivation
should prornote a stronger MAPK activation as it would imitate the reception of a Src42
signal. This is indeed what we observed. As shown in f igure 2.5D, CNK’63 was as
active as CNK’ in a RAS2 context (compare lanes 2 to 4), whereas CNKmut’H63F
elevated RAS’2-induced MAPK activation to a much greater extent (lane 5).
2.4.5. CNK-integrated Src42 Effect on flic MAPK Pathway
Primarily Depends on its Binding Function
Intriguingly, two previous studies suggested that Src42 negatively regulates the
RAS/MAPK pathway (Therrien et al., 199$; Lu and Li, 1999). Because we found no such
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role in S2 cells, it is possible that these observations were ceil-specific and/or RTK
specific. A more trivial explanation would be that the $rc42 alleles used in those genetic
studies were flot loss-of-function, but instead had gain-of-function activity with respect to
the RAS/MAPK pathway. To explore the second possibility, we compared some of the
8rc42 alleles used to concludc a negative role for Src42, namely Src42”382 and 8rc42527
(Theirien et al., 1 998), as well as a bona fide 8rc42 loss-of-function (Src42’2”°’°8), for
their ability to modify dominantly a RASV12 rough eye phenotype. Surprisingly, in contrast
to Src425382, which strongly enbanced the RASvI2 rough eye phenotype (f igure 2.6,
compare A and B), Src422’’°’°8 did flot enhance the phenotype (Figure 2.6; compare A
and C). Src428527 also behaved like $rc428382 (data not shown). Therefore, these findings
suggest that the alletes used to conclude a negative function for Src42, are not loss-of
function, but act as activated alleles with respect to the RAS/MAPK pathway. In support
for this daim, we found that the Src425322 and $rc425527 alleles efficiently rescued the
lethality associated with two independent hypornorphic alleles of raf whereas the
Src42l(2»’°’°8 could flot (Suppi. Table 2.1). These results not only provide additional
evidencc that Src42382 and $rc423527 act as gain-of-functions with respect to the
RAS/MAPK pathway, but also suggest that the role of Src42 on this pathway is flot
restricted to the eye.
To determine the molecular basis responsible for the apparent gain-of-function
effect ofSrc42382 and Src42527, we isoÏated their genomic DNA and sequenced the 3rc42
exons. $rc42382 has a point mutation that changes tryptophan 241 to an arginine (W24 1 R).
Strikingly, the equivalent residue (W260) in mammalian Src and Hck, which resides at the
junction between the SH2 domain-kinase domain (SH2-KD) linker and the kinase domain
(f igure 2.7A) has been predicted from ciystallographic and functional studies to be
structurally important for maintaining SfKs in an auto-inhibited conformation (for review,
sec Hubbard, 1999), thus supporting the possibility that the W241R mutation is a gain-of
function. Unexpectedly, however, the $rc425527 allele bas a single point mutation that
changes aspartate 370 (D370) to a valine residue. As D370 corresponds to the critical
“catalytic base” found in kinase sub-domain VI, this mutation should destroy Src42
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Figure 2.6 Si-c42’382 Acts as a Gain-of-function Allele in the Presence ofRAS2.
Scanning electron micrograptis of aduit eyes of the following genotypes: (A) CyO, P[sev
RAS712j / +. (B) CyO, F[sev-RAS712] / $rc128382. (C) CyO, F[sev-RAS’712] / Sc42’°’°8.
Anterior is to the left.
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Male progeny distribution of a representative large-scale cross (15 males X 20 females) to
dernonstrate the ability of 8rc423382 and Src42527 alleles to suppress the Iethality associated
with two raf hypomorphic alleles, compared to a bona fide Src42 loss-of-function allele
(Src12’t’°’°8).
Supplemental Table 2.1 Src12382 and Src42527 alleles suppress rafM7 and raf”° male
hemizygous lethality
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catalytic function. An in vitro kinase assay confirmed this prediction, whereas the W241R
mutation was found to be nearly as active as wild-type Src42 (Suppi. f igure 2.4). Given
that the D370V mutation impairs Src42 catalytic function, it suggested that catalytic
activity per se is flot critical for Src42 effect on the pathway and that structural changes
imposed by the W241R or D370V mutations are activating other aspects of Src42 function,
such as its capacity to associate with specific targets. This possibility is likely considering
that even mutations affecting catalytic function can have gain-of-function consequences
provided that they disrupt the overali auto-inhibited configuration and make available the
SH3 and SH2 dornains. As the catalytic center of SfK also appear to stabilize the global
auto-inhibited state (Hubbard, 1999), it is possible that not only the W241R mutation, but
also the D370V mutation destabilizes Src42 auto-inhibited state thereby increasing the ratio
of Src42 molecules bound to some targets, including CNK.
The observation that one ofthe 8rc42 gain-of-function allele is a kinase-dead variant
was intriguing given the correlation that we observed between CNK positive function on the
pathway and Src42-mediated CNK tyrosine phosphorylation. To investigate this issue, we
first used a simple co-transfection assay that monitored the ability of Src42 constructs to
augment RAS’12-induced MAPK activation. As shown in figure 2.7B, kinase-inactive
Src42D3? and Src4276R variants (lanes 5 and 6) were found to be as competent to
collaborate with RAS’”2 as Src42’51 1f and Src42\l24lR (lanes 3 and 4). Interestingly, even an
N-terminal (NT) Src42 protein (including only the SH3 and SH2 domains) was active as the
full-length constructs (lane 7). In contrast, a construct corresponding to the catalytic dornain
alone was inert (data not shown). To ensure that the activity ofthese mutants was flot caused
by endogenous Src42, we tested their activity in a context where endogenous Src42 bas been
depleted by RNAi. As shown in f igure 2.73 (lanes 9 to 13), none of the mutants was
affected. We showed above that, unlike RAS activity, Src42 activity is integrated by the
Y1 163 residue of CNK (figures 2.5C and 2.5D). To verify the relevance of this residue with
respect to the ability of kinase-impaired Src42 to collaborate with RAS2, we depleted
endogenous CNK and rescued its contribution with ‘‘163 Remarkably, we found that the
positive effect of the Src42 mutants strictly depended on the integrity of the Y1 163 residue






Supplemcntal Figure 2.4 Assessment of Catalytic Activity of Src42 Mutations Identifled in
vivo
S2 ceils were lcft alone (-) or transfected with the indicated of Pyo-tagged Src42 variants
(0.4
— 0.6 mg). Expression ofpyo-Src42 constructs was induced 4$ hr post-transfcction and
the ceils were harvcsted 24 hr later. Ce!! lysates were imrnunoprecipitated using a-PYO and
Src42 kinase activity was detected in the immunoprecipitates as described in thc
Experimental Procedures. Src42 levels were monitored by imrnunob!ots. The W241R
mutant lias an activity comparable to wi!d-type Src42 in its abi!ity to phosphory!ate enolase
(32P-enolase) or to autophosphory!ate (32P-Src42). In contrast, the D370V mutant is
complctely inert as the cata!ytically-inactivated K276R mutant.
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figure 2.7 Molecular Characterization ofSrc42 Gain-of-function Alleles.
(A) Schcmatic structure ofSrc42. Like mammalian SFKs, the 517 arnino acid long Src42
contains a myristoylation signal (black box). followed by an SF13, SH2 and kinase domain.
Relative positions of arnino acid change found in Src42382 and Src42527 are shown. (B)
S2 ceils were first incubated ± the Src42 UsRNA (15 tg/rnl) OIIC day prior transfection and
then transfected with the HA-MAPK reporter construct (0.15 fig) either alone (lane 1) or
with the indicated combinations of HA-RAS’2 (0.1 jig) and PYO-Src42 (0.075 — 0.175
jig) constructs or the truncated V5-tagged NT-Src42 construct (0.075 ‘g). Endo and exo
denote the position of the endogenous and exogenous Src42 proteins, respectively. (C) S2
ceils were transfected as in (B). The arnount of Src42 constructs used (0.065
— 0.3 g) werc
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Supplernental Figure 2.5 Src42 Scaffolding Effect is Integrated by thc Y1 163 Residue of
CNK
Ceils were pre-plated with or without RNAi (10 rng/mI) and then transfected 24 hours later
with the indicated construct combinations: HA-MAPK (150 ng), HA-RASV12 (100 ng),
PYO-Src42 variants (25 ng) and the CNK rescue constructs (10 ng). RAS and Src42
transgdne expression was induced 48 [murs post-transfection and celis were cultured for an
additionai 16 hours prior to harvest. Ccli lysates were analyzed by immunobtots using the
indicated antibodies.
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Src42 kinase activity is flot critical for the positive effect of Src42 on the MAPK pathway
and further suggest that Y1 163-dependent CNK activity and Src42-mediated CNK tyrosine
phosphorylation are flot functionally related. In support for these conclusions, we found that
kinase-inactive Src4276R is as competent as wild-type Src42 to rescue a decrease of SEV
dependent MAPK activation caused by depletion ofendogenous Src42 (data not shown).
in addition to their cata]ytic function, SFKs are known to mediate positive signaling
by the binding properties oftheir SH3 and SH2 dornains (Kaplan et al., 1995; Schlaepfer et
aI., 1997). To verify their respective relevance, we mutagenized them individuaÏly in
Src42’5 and tcsted their ability to augment RAS-mediated MAPK activation. As shown
in Figure 2.7C, inactivation of either domain impaired Src42 activity (lanes 4 and 5).
Similar findings were obtained with Src4276R or NT-Src42 (data flot shown), therefore
suggesting that Src42 binding was critical for its function through CNK. We then
investigated whether the Src42 variants could associate with CNK through its Yl 163
region. As shown in Figure 2.8A, co-immunoprecipitation experirnents revealed that NT
Src42 indeed interacted with CNK (lane 1), and this, independently of a co-expressed
activated RTK. Similar results were obtained with the fuII-length Src42 constructs (data not
shown), thereby possibly explaining their ability to collaborate with RAS’12. Nonetheless,
as expected, SEV expression greatly increased the interaction (lane 2), which suggested that
binding is norrnally signal-dependent (sce below). Using this simple binding assay, we next
verifled the relevance of the Y1 163 region in this interaction. Remarkably, we found that
not only the Y1 163 residue is critical for binding (lanes 11 and 12), but also the four
missense mutations found in this region affected the association (lanes 3-10). Therefore,
these rcsults conflrm the relevance of this area for Src42 binding and provide a common
molecular explanation for the various loss-of-function mutations found in this area.
Although it remains to be verified, the correlation between Src42 binding to CNK and its
positive effect on the pathway is consistent with the type of mutations found in the two
putative 8rc12 gain-of-function al leles.
The abïlity of full-length or NT-Src42 variants to bind CNK without 5EV
expression was intriguing as it depended on the Yl163 residue (figure 2.$B, compare lanes
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I and li; and data flot shown) as weIl as on the SH3 and SH2 domains (data flot shown).
Moreover, it occurred independentÏy of endogenous Src42 (data not shown). These
observations suggested that both domains are engaged in binding CNK and that either the
Y1 163 residue is phosphorylated at an undetectable level or binding of the SH3 domain
somehow stabilizes the SH2 dornain to its unphosphorylated binding site. To eliminate a
possible intcr-dependency between the two domains with respect to CNK binding, we
separatety fused them to GST and directly assessed their respective binding ability. As
shown in f igure 2.$B, the SH3 domain associated with CNK indcpendently of SEV
(compare lanes 2 and 3) and of the Y1163 residue (lane 6). In sharp contrast, the SH2
domain associated with CNK in a strict SEV-dependent manner (compare lanes 8 and 9)
that required the integrity ofthe Y1163 residuc (lane 12). Therefore, given that the SH2
domain cannot bind CNK when tested alonc in the absence of SEV, but is involved when
the SH3 domain is present, suggests that binding ofthe SH3 domain to CNK stabilizes the
SH2 domain to its binding site thereby allowing it to participate to CNK binding in the
absence of Y1163 phosphorylation. This phenomenon, possibly magnifled by the artificial
set-up used to test the constructs, might explain why the collaboration between Src42 and
RASvI2 depends on the SH3 and SH2 dornains of Src42 as welÏ as on the Y1 163 residue of
CNK.
2.4.6. Src42 does not phosphorylate the Y1163 residue of CNK
The strong SEV dependency of Src42 SH2 dornain binding to CNK suggests that in
normal conditions, binding of this domain requires the phosphorylation of at lcast one
tyrosine residue in CNK. Recause we found that endogenous Src42 is mediating SEV
induced CNK tyrosine phosphorylation, it is conceivable that upon activation by SEV,
Src42 phosphorylates its own binding site on CNK thereby inducing normal binding.
However, this would be inconsistent with the functional data that suggcst that Src42 kinase
activity is flot involved in the regulation ofMAPK activation through CNK. To verify this,
we eliminated endogenous Src42 by RNAi and tested the impact on SEV-dependent GST
SH2 dornain binding to CNK. As shown in figure 2.83 (compare lanes 9 and 11), Src42
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Figure 2.8 Characterization ofthe Src42 binding function on CNK.
(A) S2 celis wcre transfected with the indicated FL-CNK variants (0.55 — 0.8 11g) and the
NT-Src42 construct (0.09 — 0.25 jig) + SEV51’ (0.6 tg). The CNK variants were expressed
fora total of 36 hours under the control ofthe constitutive cnk promoter, whereas NT-Src42
and SEVs expression wcrc induced 16 hr and 3 hr, respectively, prior to harvesting the
cells. (3) S2 celis were first incubated ± the Src42 dsRNA (15 g/rn1) one day prior
transfection and then transfected with the indicated combinations of CNK (0.5 ig), SEV’
(0.6 fig) or GST constructs (0.1
— 0.3 j.ig). CNK and SEVSI1 expression time was as in (A),
whereas GST constructs were expressed for 16 1w prior to celi lysis. GST-fused proteins
were collected using glutathione-sepharose beads. YF denotes the CNK’1163’ variant.
Interestingly, depletion of endogenous Src42 s!ightly increased GST-SH3 binding to CNK
(lane 5). (C) The short CNK mutant variants (0.35
— 0.8 11g) were co-transfected + SEV51’
(0.5 11g) as indicatcd and expressed for 16 hr prior to ceil lysis. RI’JAi trcatment was as in
(B). (D) Transfections, including the GST-SH2 construct (0.15 — 0.8 11g), were conducted
as in (C). (E) Mode! depicting the integration of RAS and 5rc42 signaIs by CNK. See text
for details.
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depletion did flot reduce the interaction. Identical resuits were obtained with NT-Src42
(data flot shown). Therefore, in agreement with our functional resuits, these flndings
indicate that the kinase activity of Src42 is not involved in generating a high affinity
binding site on CNK for its SH2 domain.
The binding data presented thus far strongly suggest that the Y1163 residue is part
of a Src42 SH2 domain binding site. furthermore, this residue is probably speciflcally
phosphorylated in response to SEV expression, but this event should not be mediated by
Src42. To specifically monitor the phosphorylation status of the Y1163 residue, we
generated a short V5-tagged CNK construct (position 1016 to 1271) that encompassed the
Y1 163 region and included only three tyrosine residues (Y10$5, Y1 136 and Y1 163; figure
2.2). We tested two versions of it: one had the three tyrosine residues changed to
phenylalanine (fFf), while the other (FFY) only kept intact the Y1 163 residue. As shown
in Figure 2.$C, we found that the fFY protein, but flot the FfF variant, was tyrosine
phosphorylated upon SEVSH expression and associated with endogenous Src42, therefore
demonstrating that the Y1163 residue is genuinely phosphorylated upon SEV expression
and that this event is critical for endogenous Src42 association. Consistent with the resuits
shown above, depletion of endogenous Src42 did not affect the tyrosine phosphorylation of
the ffY protein, thus providing strong evidence that a tyrosine kinase other than Src42 is
phosphorylating the Y1 163 residue. Finally, to show that the SH2 domain of Src42 is most
likely interacting with the phosphorylated Y1 163 residue, we tested the ability ofthe GST
SH2 domain protein to associate with the short CNK variants in a SEV-dcpendent manner.
As shown in Figure 2.$D, the SH2 domain speciflcally associated with the ffY variant and
this occurred only upon SEV co-expression (lane 6). Therefore, these resuits provide
compelling evidence that the Y1 163 residue is indeed phosphorylated in a SEV-dependent,
but Src42-independent manner, and serves as a binding site for the SH2 domain of Src42.
Given that Src42 is apparently not phosphorylating the Y1 163 residue, it remains possible
that the receptor itself is performing this event and that inappropriate in vitro enzymatic




In this study, we showed that CNK integrates RAS and Src42 signais as a binary
input, thereby aliowing RAF to send signais to MEK (Figure 2.8E). The RAS signal is
received by the N-terminai SAM and CRIC domains of CNK which appears to enhance
RAF catalytic function (Douziech et al., 2003), whereas Src42 activity is integrated by the
Y1 163 region of CNK and seems to relieve the inhibitory effect that the RIR imposes on
RAF’s ability to phosphorylate MEK (Douziech et al., 2003). Why would RAF activation
depend on two distinct, but co-required signais ernitted by the sarne RTK? One possibility
is that this requirernent generates specificity downstrearn of an RTK. For example, onÏy
receptors that activate both RAS and Src42 would lead to activation ofthe MAPK module
within discretely locaiized CNK complexes. Consequentiy, the combinatorial use ofmulti
functional signais might be a means to produce a specific output from generic signais.
Intriguingly, despite the fact that the second Drosophila SFK, Src64, is naturaiiy
expressed in S2 ceils, it did not act like 5rc42 in response to SEV, EGf R and InsR
activation. Although the reason for this difference is not imrnediateiy clear. we found that.
unlike Tec29, overexpression of a Src64’F variant is nonetheless capable of associating
with CNK and inducing its tyrosine phosphorylation (data not shown). It is thus possible
that 5rc64 fulfihis a sirnilar role to 5rc42, but downstream of other RTKs or in response to
other types of stimuli and that difference in their subceliuiar localization, requirement for
specific co-factors or additional reguÏatory events account for their distinct behavior.
The rnechanism by which the binding of 5rc42 to CNK de-activates the RIR is
cutrently unknown and a number of scenarios can be envisioned. For example, it might
induce a conformationai change that suppresses the inhibitory effect that the RIR imposes
on RAF catalytic activity. Alternativeiy, it is possible that Src42 binding displaces an
inhibitory protein interacting with CNK or facilitates the re-localization of a CNK/RAF
complex to a subcellular compartrnent that is required for RAS-dependent RAF activation.
However, we do flot believe that this mechanism involves dispiacing CNK away from RAF
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as neither SEV expression nor Src42 depletion altered the CNK/RAF interaction (figure
2.43 and data not shown).
Although several questions are lefi unanswered regarding the Src42/CNK
association, collectively, our data suggest a subtie binding mode reminiscent of the
mammalian Src/FAK interaction (Thomas et al., 1998). Indeed, it appears that CNK is
phosphorylated on the Y 1163 residue flot by Src42 itself, but either by the receptor or by
another kinase (f igure 2.8E) and that this step generates a high affinity binding site for the
SH2 domain of Src42 thereby triggering its recruitment. This event is presurnably flot
sufficient for a stable association and/or de-repression of the RIR, but also requires the
binding of the SH3 dornain to an unidentified sequence element within CNK. The
engagement of the SH3 and SH2 domains of Src42 on CNK would not only relieve the
RIRs inhibitory effect, but would also de-repress Src42 auto-inhibited configuration and
possibly orient favorably Src42 to phosphorylate one or a few specific tyrosine residues on
CNK (dofted arrow in Figure 2.8E). This scenario is certainly plausible considering that
CNK bas a total of 39 tyrosine residues. This would explain why depletion of endogenous
Src42 led to a reduction, but flot a complete elimination, of SEV-induced CNK tyrosine
phosphorylation (f igure 2.4) or why the Y1 163f mutation impaired CNK phosphoiylation
mediated by Src42’511’ (Suppi. figure 2.3) as a disruption of the Src42/CNK association
would prevent Src42 from phosphorylating the other sites. Although these Src42-dependent
phosphorylated residues do flot appear to play a role in activating the MAPK module, their
concerted regulation suggests that CNK is coordinating signaling between the MAPK
module and at least another pathway.
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Discussion
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Il est connu que la voie de signalisation ERK est couramment utilisée par les RTKs
pour coordonner une multitude de processus biologiques, telles la prolifération, la
différenciation et la migration cellulaire (Pawson, 2002; Schlessinger, 2000). Cependant
les mécanismes moléculaires, qui permettent de définir comment cette voie de signalisation
partagée par plusieurs RTKs peut adéquatement spécifier la transmission des signaux.
demeurent encore nébuleux. La caractérisation des protéines d’échafaudage de la voie
ERK a permis d’amorcer la compréhension de ces mécanismes et de proposer de nouveaux
concepts quant à l’intégration précise et efficace d’un signal à travers cette cascade dc
signalisation (Morrison and Davis, 2003; Whitmarsh and Davis, 1998). Cette thèse tente de
démontrer la participation et la pertinence de l’une d’entre elles, appelée CNK, au sein des
processus d’activation et de régulation de la voie ERK par les RTKs (afin de simplifier la
tenninologie, le mot MAPK sera utilisé pour désigner la voie ERK). CNK a initialement
été identifiée dans un crible génétique dépendant de KSR chez la Drosophile et possède la
capacité d’interagir avec RAF (Therrien et al., 1998). Nous avons par la suite remarqué
que suivant l’activation des RTKs, CNK devenait phosphorylée sur des résidus tyrosines
(Therrien et al., 1998). Nous avons donc tenté d’évaluer l’impact de cet événement sur sa
fonction et sa régulation en utilisant à la fois des techniques génétiques et biochimiques
(Laberge et al., 2005). Cette étude nous a également amenés à caractériser l’homologue le
plus conservé des SfKs chez la Drosophile, soit Src42. Les prochaines pages discutent des
différents résultats obtenus et interprètent de façon plus détaillée la répercussion de nos
recherches sur les mécanismes de régulation de la voie MAPK tout en proposant certaines
avenues possibles permettant de poursuivre la caractérisation moléculaire de CNK.
3.1. Caractérisation du processus de phosphorylation RTK
dépendant de CNK
Dans un système de cellules en culture chez la Drosophile, nous avons montré que
la forme endogène de CNK devenait phosphorylée en tyrosines non seulement en
coexpression avec SEVSH, mais aussi suite à l’activation des récepteurs à l’EGF et à
l’insuline (f igure 2.1A). Sachant que tous ces RTKs ont la capacité dinduire l’activation
de la voie MAPK, ces résultats suggèrent donc que la phosphorylation de CNK pourrait
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être un événement conservé au sein des mécanismes d’activation de cette voie. Certains
indices suggèrent également que les mécanismes moléculaires de phosphorylation de CNK
puissent être conservés chez les mammifères. En fait, la stimulation des cellules COS-7
avec le ligand EGF induit la phosphorylation d’une forme surexprimée de CNK (la forme
de Drosophile) (Therrien et al., 199$). Il a aussi été montré que la forme humaine CNK2B
devenait phosphorylée suite au traitement des cellules HEK293 avec le pervanadate, un
inhibiteur de l’activité tyrosine phosphatase (Lanigan et al., 2003; Mikalsen and Kaalhus,
199$). Récemment, il a été observé que CNKI (la partie CT) devenait phosphorylée en
coexpression avec Src (Ziogas et al., 2005). La cartographie de ces sites de
phosphorylation n’a toutefois pas été réalisée. Davantage d’analyses seront donc
nécessaires afin de déterminer si la phosphorylation de CNK chez les mammifères, comme
chez la Drosophile, est un processus important pour moduler sa fonction et par le fait même
réguler la signalisation MAPK en aval des RTKs. De plus, il serait intéressant de savoir si
la phosphorylation de CNK est également observée en aval des GPCRs et des récepteurs à
intégrines, lesquels ont la capacité de médier leurs effets via la voie MAPK.
Toujours dans notre système de cellules en culture, nous avons montré que la
stimulation des récepteurs à l’EGF et à l’insuline, comparativement à la surexpression de
SEV511, induit transitoirement l’activation de la voie MAPK (f igure 2.1A). Cette cinétique
d’activation corrèle avec les niveaux de phosphorylation/déphosphorylation de CNK
(f igure 2.1A). Ces observations suggèrent fortement que la phosphorylation de CNK
puisse être un processus hautement régulé. Plus particulièrement, la phosphorylation de
CNK précède légèrement l’activation de la voie MAPK, suggérant ainsi que cet évènement
de phosphorylation puisse avoir lieu précocement dans la cascade de signalisation
(f igure 2.IA). Aussi, la déphosphoiylation rapide de CNK après l’activation de la voie
implique probablement une ou plusieurs protéines à activité tyrosine phosphatase. Le
séquençage du génome de la Drosophile prédit la présence de 3$ tyrosines phosphatases
(Morrison et al., 2000). Il serait possible de vérifier par ARNi laquelle (lesquelles) a (ont)
la capacité d’influencer le niveau de phosphorylation de CNK suite à l’activation des
RTKs. De façon encore indéterminée, ce phénomène de rétroinhibition de CNK pourrait
être contrôlé par des événements de phosphorylation en sérines ou thréonines. En effet,
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suite à l’activation de la voie MAPK par RAS”12, nous avons observé que CNK présente un
retard de migration sur gel SDS-PAGE résultant d’une réaction de phosphorylation non pas
sur résidus tyrosines, mais bien sur sérine(s)/thréonine(s) (Laberge et Therrien, résultats
non publiés). Même si nous ne connaissons pas la conséquence de cette phosphorylation,
celle-ci semble être médiée par une composante de la voie MAPK en aval de RAS et
pourrait potentiellement réguler négativement la phosphorylation en tyrosines de CNK. 11 a
souvent été montré que MAPK, suite à son activation, pouvait phosphoryler des
composantes de la voie situées plus en amont, dont le récepteur EGf, SOS, RAF et MEK,
dans le but de réduire leur activité biologique (Widmann et al., 1999). Ce comportement a
également été observé sur des protéines d’échafaudage. Par exemple, FRS2 (FGF Receptor
Substrate 2) et GAB1 (GRB2-associated Binder-1) sont phosphorylées par MÀPK
entraînant ainsi la régulation négative des voies de signalisation contrôlées par ces
molécules (Lax et al., 2002; Lehr et al., 2004; Wu et al., 2003). CNK possède quelques
sites potentiels de phosphorylation par MAPK (Pro-X-Ser/Thr-Pro) dont l’un est situé dans
la région Tyr1163 (1131-1134). Même si cette hypothèse n’a pas encore été vérifiée, il
serait possible de penser que la phosphorylation de ce motif pourrait avoir un effet négatif
sur l’activation de la voie MAPK en régulant négativement l’association Src42/CNK.
L’identification et la pertinence des différents sites de phosphorylation sur résidus
sérines/thréonines devront donc être caractérisées afin de comprendre leur implication sur
la fonction et la régulation de CNK au sein de la voie MAPK.
L’un de nos premiers objectifs était didentifier les tyrosines de CNK qui devenaient
phosphorylées suite à l’expression de SEVSH. L’analyse de la phosphorylation des
différents mutants de troncation de CNK nocts a permis de cibler la région Tyri 163 et de
proposer que ce résidu pouvait être un site de phosphorylation potentiel. Même si la
mutation de cette tyrosine en phénylalanine dans le contexte pleine longueur de CNK
diminuait fortement la phosphoiylation induite autant par SEVs que par Src42, nous
n’avions aucune preuve que ce site était réellement phosphorylé de façon endogène. Les
études d’association entre CNK et Src42 semblaient nous dire que la diminution de
phosphorylation de CNK’hl63F était plutôt causée par son incapacité à recruter la tyrosine
kinase Src42. Cependant, après avoir observé que cette association dépendait d’un signal et
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que le domaine SH2 de Src42 était important pour l’interaction, nous avons postulé que la
TyrI 163 pouvait tout de même être phosphorylée. Afin de vérifier cette hypothèse, nous
avons généré une protéine tronquée (CNK1016’271’) qui possédait seulement la TyrI 163,
pour ensuite la tester en surexpression avec SEVSH. Même si cette expérience nous a
montré que CNK pouvait être phosphorylée par SEV et que le domaine SH2 de Src42 s’y
associait, ces résultats ne nous permettaient toujours pas de prétendre avec certitude que
cette tyrosine était bel et bien phosphorylée in vivo. La surexpression de cette petite
protéine à haute concentration aurait pu exposer la Tyrl163 et ainsi forcer sa
phosphoryÏation suite à l’activation du récepteur SEV. Cette phosphorylation pourrait donc
être non physiologique.
Afin de confirmer avec certitude que CNK endogène était phosphorylée sur cette
tyrosine, nous avons tenté de réaliser sa cartographie de phosphorylation à Faide de la
technique de spectrométrie de masse en condition non stimulée versus stimulée par le
récepteur SEVSII. Cependant, même si nous avons couvert plus de 30 % de la séquence
peptidique dc CNK, dont la région contenant la Tyr1163, aucun site de phosphoiyÏation n’a
pu être détecté (Laberge et Therrien, résultats non publiés). Ces résultats suggèrent que la
stoechiométrie de phosphorylation de CNK est faible ou que seulement une faible
proportion de CNK phosphorylée a pu être purifiée. Dans le but d’accroître l’efficacité de
cette approche, une étape de purification additionnelle devrait être ajoutée afin d’augmenter
la concentration des peptides phospboiylés. Cette technique devrait être efficace pour
confirmer que la TyrI 163 est réellement phoshorylée in vivo. Elle permettrait par le fait
même d’identifier d’autres sites de phosphorylation soit en sérines/thréonines, soit en
tyrosines qui pourraient également être requis pour la fonction et la régulation de CNK. Par
la suite, toujours dans le but de confirmer la phosphoiylation de la TyrI 163, nous avons fait
synthétiser un anticorps spécifiquement contre ce résidu dans son contexte phosphorylé. La
caractérisation de cet anticorps est présentement en cours au laboratoire et constituera un
outil important non seulement pour valider la phosphorylation de la TyrI 163 in vivo, mais
également pour évaluer la régulation de CNK en aval des RTKs.
La phosphorylation de la Tyri 163 ne semble pas dépendre de l’activité kinase de
Src42. L’ajout d’un ARN double brin contre ce dernier ne diminue en rien la
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phosphorylation de CNK1016 271’) induite par SEVSH (f igure 2.8C). Cet événement
moléculaire est peut-être induit soit directement par le récepteur, soit par l’intermédiaire
d’une autre tyrosine kinase. Nos essais kinases in vitro avec le récepteur SEV ne nous ont
pas démontré qu’il avait la capacité de phosphoryler directement CNK. Cependant, ces
résultats n’excluent pas la possibilité qu’il en soit capable et que notre essai ne reproduise
pas nécessairement les conditions physiologiques nécessaires à cette réaction. Nous avons
utilisé dans cet essai la forme pleine longueur de CNK comme substrat. Il est possible que
la Tyri 163 ne soit stériquement pas accessible dans ces conditions. La forme CNK’°16
1271(FFY) pourrait être un meilleur substrat pour SEV. D’un autre côté, si la phosphorylation
n’est pas induite par SEV, mais par une kinase intermédiaire, il serait possible de vérifier
par ARNi laquelle aurait la capacité d’influencer le niveau de phosphorylation de CNK
puisque le génome de Drosophile prédit l’existence de 32 protéines tyrosine kinases
(Moirison et al., 2000).
3.2. Analyses structurelle et fonctionnelle des allèles de Src42
Chez les mammifères, la caractérisation des protéines de type SFKs en aval des
RTKs suggère qu’elles jouent un rôle positif dans les mécanismes d’activation de la voie
MAPK (Bromann et al., 2004). Chez la Drosophile, l’analyse des allèles mutants dc Src42,
issus du crible génétique KDN (KSR Dominant Negative), lui attribue pourtant un rôle
négatif dans la voie RAS/MAPK (Lu and Li, 1999; Therrien et al., 199$). L’ensemble de
nos données propose que l’association CNK1Src42 entraîne la désinhibition de RAF et que
ce mécanisme semble positivement requis pour l’activation de la voie MAPK (Table 2.1 et
figures 2.5). De plus, nos essais à l’aide de la technique d’ARNi dans les cellules S2
confirment clairement le rôle positif de Src42 en aval de plusieurs RTKs (figure 2.4A et
Laberge et Therrien, résultats non publiés). Ces résultats contradictoires nous ont poussés à
analyser plus attentivement le comportement des allèles mutants de Src42. Dc façon
surprenante, la perte de fonction de Src42 (Src421(2»10108), résultant de l’insertion d’un
élément P dans sa portion 5’UTR qui diminue de 50 % son niveau d’expression (Laberge et
Therrien, résultats non publiés), se comporte différemment des allêles issus du crible
lorsqu’ils sont en présence dc RAS’2 dans l’oeil de la Drosophile (figure 2.6). Cette
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observation nous a incités à proposer que ces allèles n’étaient pas de réelles pertes de
fonction, mais plutôt des gains de fonction. Afin de confirmer ces présomptions, nous
avons entrepris la caractérisation moléculaire de ces derniers. Cette analyse nous a permis
de détecter que les allèles Src42382 et Src4227 comportaient des mutations ponctuelles
respectivement localisées dans la région appelée « linker» et dans le domaine kinase
(f igure 2.7A). À l’aide des structures tridimensionnelles des SfKs déjà établies chez les
mammifères, il est possible d’extrapoler l’impact structurel de ces mutations dans le but de
comprendre pourquoi ces allèles sont des gains de fonction (Boggon and Eck, 2004;
Hubbard, 1999).
La structure tridimensionnelle des protéines de type SFKs a démontrée que les
domaines SH3 et SF12 sont impliqués dans des interactions intramoléculaires permettant de
maintenir le domaine kinase inactif (Sicheri et al., 1997; Williarns et al., 1997; Xu et al.,
1997). En fait, le domaine SH2 lie une tyrosine phosphorylée dans la queue CT (Tyr527)
alors que le domaine SH3 s’associe à une hélice polyproline de type II située dans la région
du « linker» (f igure 1 .7). Le séquençage de l’allèle Src42382 nous a permis de détecter à
la position 241 (résidu situé dans la région du « linker» en aval de l’hélice polyproline) une
arginine à la place d’un tryptophane, position qui correspond au Tryp26O chez Src (f igure
2.7A). Ce tryptophane est hautement conservé chez les membres des SfKs et permet, au
même titre que d’autres résidus situés cette région, des interactions intramoléculaires avec
le N-lobe du domaine kinase (Sicheri et al., 1997). Dans une conformation inactive, il
stabilise la confonTiation de l’hélice OEC vers l’extérieur du N-lobe dans une position
incompatible pour la catalyse. En fait, cette position empêche le G1u291 (Glu3lO), acide
aminé conservé de l’hélice OEC, de faire un pont salin avec la Lys276 (Lys295) pour aligner
adéquatement tes phosphates a et f3 de l’ATP (Sicheri et al., 1997). D’après les études
structurelles, le maintien de l’hélice OEC par ce tryptophane et la liaison du domaine SH3 au
« linker» semblent être étroitement reliés l’un à l’autre. D’ailleurs, ces structures sont
préférentiellement formées de régions hydrophobes. La mutation du tryptophane pourrait
entraîner la déstabilisation de la structure inactive de Src (Sicheri et al., 1997). Une étude
biochimique avec Hck montre que la mutation de ce tryptophane augmente, entre autres,
son activité catalytique et l’accessibilité de ses domaines SH3 et SH2 pour leur ligand
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respectif. Ces expériences ont permis de confirmer que cette mutation pourrait favoriser
l’association du domaine SH3 à un partenaire protéique plutôt que d’interagir avec le
«linker» (Gonfloni et al., 1997; LaFevre-Bemt et al., 199$). La mutation d’un autre résidu
dans cette région (Leu255) a également montré son importance dans le maintien de la
structure inactive de Src (Gonfloni et al., 1997). 11 n’est pas clairement établit si la
dissociation du domaine SH3 au « linker» cause la déstabilisation du domaine SH2. Il a
déjà été montré que l’engagement du domaine SF13 pouvait stimuler l’autophosphorylation
de Src sans affecter l’association du domaine SF12 à la phosphotyrosine de la queue CT
(Lemer and Smithgall, 2002). Paradoxalement, une étude à l’aide dc PTK6 (Protein Kinase
6), une tyrosine kinase cytoplasmique dont la structure s’apparente à celle des SFKs,
démontre que la mutation du même tryptophane inhibe son activité catalytique (Kim and
Lee, 2005). Indubitablement, la détermination dc la structure cristalline des formes
sauvage et mutante de Src42 (W241R ou D370V) pourrait montrer l’orientation réelle dc
ses domaines régulateurs en conditions native et mutante et déterminer si leur mutation a
bel et bien un impact sur leur conformation tridimensionnelle.
D’un autre côté, la caractérisation de l’allèle Src42527 nous a permis dc constater
qu’à la position 370, un aspartate était remplacé par une valine, leqLtel correspond à
I’Asp386 chez Src (f igure 2.7A). Cet acide aminé est conservé dans tous les domaines
kinases et correspond à la base catalytique nécessaire à la réaction de transfert du
y-phosphate (Johnson et al., 1996). D’ailleurs, cette mutation abolit complètement
l’activité kinase de Src (Suppl. Figure 2.4). Pour bien comprendre l’impact structurel de
cette mutation, il faut analyser l’orientation du segment d’activation dans la conformation
active et inactive de l’enzyme. Comme dans la plupart des kinases, le changement de
position de ce segment est principalement contrôlé par la phosphorylation de résidus situés
dans cette région (Johnson et al., 1996). Dans Src, il s’agit de la Tyr416 qui
sautophosphoryle (en trans) pour permettre la réorganisation de ce segment et ainsi
favoriser la catalyse. En condition non stimulée, la région de la Tyr4]6 forme une petite
hélice qui s’imbrique entre les deux lobes du domaine kinase (f igure 1.7). Plus
particLilièrement, la Tyr416 forme deux liens hydrogènes médiés par deux molécules d’eau
avec I’Arg3$5 et l’Asp3$6 de la boucle catalytique. Le segment d’activation interagit
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également avec l’hélice OEC via une interaction entre l’Arg409 et le G1u310. L’aspartate du
motif DFG et la Lys295 (résidu invariable qui aligne l’ATP) peuvent aussi s’associer.
L”ensembte de ces liens, de concert avec ceux de la région du « linker », prévient
l’adoption de la bonne conformation de l’hélice uC au site actif, empêche la Tyr416 d’être
phosphorylée et interfère dans la liaison productive d’un peptide substrat (Schindier et al.,
1999; Xu et al., 1999). En condition activée, la Tyr416 phosphorylée favoriserait un
changement conformationnel au niveau du segment d’activation et formerait une boucle à
l’extérieur du site actif. Il n’y a, par conséquent, plus d’interférence pour la liaison du
substrat. De concert avec la réorientation de l’hélice OEC, cette nouvelle conformation
pourrait alors favoriser l’alignement des différents acides aminés dans une conformation
compétente pour initier la catalyse (Schindier et al.. 1999; Xu et al., 1999). La mutation de
l’Asp386 pourrait empêcher son interaction avec la Tyr416 et ainsi déstabiliser la
conformation inactive du segment d’activation. Par conséquent, cet événement pourrait se
répercuter sur la conformation inactive de l’hélice OEC et sur le lien moléculaire qu’elle
entretient avec le « linker» déstabilisant par conséquent l’engagement de la région
polyproline au domaine SH3. Ce changement pourrait entraîner la déstabilisation de la
structure inactive de Src et favoriser une conformation où les domaines régulateurs
interagiraient plus facilement avec leurs partenaires protéiques plutôt qu’avec leur séquence
intramoléculaire. L’allèle de Src42 (Src42’51), issu d’un crible génétique indépendant,
mais qui se comporte comme les deux allèles du crible KDN (augmente le phénotype d’oeil
rugueux de RAS’2), contient une mutation au niveau de l’aspartate du motif DfG (DfG
—* NDG) (Lu and Li, 1999). Ce résidu établit en conformation inactive un lien avec la
Lys295. Sa mutation pourrait négativement se répercuter sur l’orientation du segment
d’activation et par conséquent sur la structLlre de 5rc42. Aucune étude biochimique sur
l’impact de telles mutations n’a été répertoriée jusqu’à présent. Il serait intéressant de
savoir si ces mutants pourraient faciliter l’association de partenaires protéiques à leurs
domaines régulateurs. On pourrait penser que l’effet de ces mutations mime la
conformation normalement induite suivant la phosphorylation de la Tyr416, soit de
favoriser la réorientation du segment d’activation et de Fhélice OEC dans une conformation
idéale pour la catalyse. Cependant, aucune évidence ne suggère la possibilité d’une telle
répercussion. Il n’est d’aillleurs pas connu si ces mutations pourraient se répercuter sur la
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réorientation des domaines régulateurs dans un contexte inactif, c’est-à-dire lorsque ceux-ci
ne sont pas engagés par des partenaires protéiques et que la Tyr527 est phosphorylée. La
structure cristalline d’une forme de Src doublement phosphorylée sur ses Tyr416 et Tyr527
pourrait répondre à cette question.
D’après l’analyse structurelle de ces allèles mutants et nos études de coopération
dans l’oeil de la Drosophile avec RAS”2, nos résultats suggèrent que ces allèles pourraient
avoir une structure relativement instable et ouverte qui favoriserait des interactions avec des
partenaires protéiques, ce qui par conséquent se traduirait en un effet gain de fonction. Il a
été montré que la déstabilisation de la structure de Src, au même titre que la
déphosphorylation de la tyrosine en CT, entraîne sa relocalisation cellulaire des membranes
endosomales aux sites d’adhésion focaux (Kaplan et al., 1994). La déstabilisation de la
structure de Src pourrait lui permettre de changer de localisation et atteindre ces partenaires
protéiques nécessaires à la stimulation de la voie MAPK en présence de RAS2. Nos
études biochimiques ont montré que ces événements de coopération entre les allèles
mutants de Src42 et RAS’2 sont dépendants de CNK (Suppl. f igure 2.5). CNK et Src42
sont capables d’interagir l’une avec l’autre, une association qui semble dailleurs être
essentielle pour l’activation de la voie MAPK (f igure 2.4B et 5C). Cette interaction
s’effectue d’ailleurs dans une région requise positivement pour la fonction de CNK
(Table 1). Ces résultats suggèrent par conséquent que CNK puisse potentiellement médier
les effets gain de fonction des allèles de Src42. Le mécanisme par lequel CNK poutrait
intégrer les signaux de Src42 (indépendamment de son activité kinase) pour l’activation de
la voie MAPK sera discuté dans la prochaine section (section 3.3, page 125).
L’analyse des allèles de Src42 a permis de constater qu’elles se comportaient de
façon particulière. Dans notre étude, nous proposons que la fonction de Src42 soit
positivement requise dans la voie RAS/MAPK et que les allèles identifiés soient en fait des
gains de fonction. Cependant, en homozygote ou en trans hétérozygote, ces allèles ne sont
pas viables et aucun phénotype associé à une prolifération ou une différenciation excessive
n’est apparent (Lu and Li, 1999) Ces observations corrèlent avec les résultats obtenus
suivant Fanalyse de clones mitotiques dans l’oeil à l’aide de l’allèle Src4251. Cette étude
ne démontre aucun photorécepteur additionnel, pourtant une suractivation de la voie
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RAS/MAPK est souvent associée à l’augmentation du nombre de ces photorécepteurs (Lu
and Li, 1999). Pourquoi les allèles gains de fonction de Src42 ne penrieffent pas en eux-
mêmes d’induire ce phénotype caractéristique ? Nous croyons que le signal que médient
ces mutants (dans un contexte non sensibilisé) n’est pas suffisant pour suractiver la voie
MAPK. Leur propriété gain de fonction se répercute positivement seulement dans des
contextes particuliers, soit lorsque la voie est déjà sensibilisée par RAS’12 ou KDN. Ces
observations pourraient être reliées à la propriété de CNK d’intégrer deux signaux (RAS et
Src) requis pour assurer l’activation de la voie MAPK. Ces résultats seront ultérieurement
discutés dans la section de la fonction de CNK dans l’orchestration des différentes voies de
signalisation conduisant à l’activation du module MAPK (page 135). Le fait que les allêles
ne soient pas viables suggère par contre que l’activité kinase de Src42 puisse être reqLlise
pour assurer la viabilité de la mouche (dans le cas des allèles Src4227 et Src4211). Pour
ce qui est de l’allèle Src42382, dont la mutation ne semble pas affecter son activité kinase,
d’autres analyses devront être effectuées afin de déterminer la cause de son phénotype létal
dans l’embryon.
3.3. Caractérisation du mécanisme par lequel CNK intègre les
signaux de Src42 pour réguler l’activité de RAF.
L’observation que l’activité kinase de Src42 ne soit pas essentielle à l’activation de
la voie MAPK est une donnée qui a suscité notre attention. Nous avons donc tenté de
confirmer biochimiquement celle propriété de 5rc42. Nos études dans les cellules S2
semblent soutenir cette hypothèse puisque l’expression de la partie NT de 5rc42 est capable
de restaurer l’activation de la voie MAPK induite par SEV suivant l’élimination de la
contribution endogène de Src42 (Laberge et Therrien, résultats non publiés). Ces résultats
suggèrent fortement que 5rc42, via ses domaines régulateurs, possède la capacité de réguler
positivement Factivation de la voie MAPK. Ces observations n’éliminent pas la possibilité
que l’activité kinase de Src42 puisse être requise dans d’autres types cellulaires pour
l’activation de cette voie. Cependant, si l’on s’en tient au résultat obtenu dans les cellules
S2, cette activité kinase de Src42 pourrait être impliquée dans la régulation de voies de
signalisation indépendantes de la voie MAPK, lesquelles seraient essentielles à la viabilité
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de la mouche. Par exemple, comme chez les mammifères, il serait possible que son activité
kinase puisse être indispensable dans différentes voies de signalisation régulant la
réorganisation du cytosquelette (f rame, 2004). Afin de poursuivre l’analyse du
comportement des allèles de Src42, nous avons reproduit biochimiquement leur
coopération avec RAS”2. Ces résultats nous ont permis de déterminer que l’activité kinase
de Src n’avait aucun effet négatif sur la voie puisqu’une fonrie constitutivement activée de
Src42 se comportait de façon similaire à une forme dont l’activité kinase était abolie
(Figure 2.78). De plus, ces expériences ont permis de montrer que la coopération ne
dépendait pas de la fol]ne endogène de Src42 (f igure 2.73). De telles observations ne sont
pas exclusives à la Drosophile. En effet, il a été montré chez les mammifères que les SfKs
pouvaient réguler différents processus indépendamment de leur activité kinase. Par
exemple, l’expression de la partie NT de Src peut restaurer partiellement le phénotype
associé aux souris Src (Schwartzberg et al., 1997). Des résultats similaires, toujours dans
les cellules Src, montrent que ses domaines SH3 et SH2 en eux-mêmes peuvent
sauvegarder les effets au niveau des processus d’adhésion et d’étalement cellulaires,
lesquels requièrent entre autres l’activation de la voie MAPK (Kaplan et al., 1995). La
surexpression ne restore toutefois pas la liaison de GRB2 sur fAK (requiert l’activité
kinase de Src). Elle semble plutôt faire le pont entre FAK et pI3OCAS (130 kDa CRK
associated substrate). Cette interaction permettrait la phosphorylation de CAS par fAK et
le recrutement de molécules à domaine SH2, telles CRK ou Nck nécessaires à l’activation
de la voie MAPK (Schlaepfer et al., 1997). Ces résultats ne sont cependant pas acceptés
par tous puisqu’ils ont été observés en surexpression. En fait, la fonction de liaison de
Src42 en condition physiologique ne semble pas suffisante pour restaurer totalement la
signalisation en aval des intégrines (Caiy et al., 2002). Néanmoins, il a été observé que
plusieurs autres kinases sont capables de mécher des effets de manière indépendente de leur
activité kinase. Par exemple, chez la Drosophile, AbI (Abelson tyrosine kinase) est capable
de complémenter le phénotype létal associé à une mouche abt indépendamment de son
activité kinase (Henkemeyer et al., 1990). Chez la souris, une observation similaire a été
constatée avec la kinase BTK (Bruton Tyrosine Kinase) qui peut médier des effets tumeurs
suppresseurs même si son domaine kinase est muté (Middendorp et al., 2005).
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La détermination des domaines impliqués de part et d’autre des molécules lors de
l’interaction CNKJ$rc42 nous a permis de mieux comprendre les mécanismes moléculaires
par lesquels CNK pourrait intégrer les signaux de Src42 durant l’activation de la voie
MÀPK. D’abord, nous avons déterminé que la phosphorylation de la Tyr1163 était requise
pour interagir avec le domaine SH2 de Src42 (f igure 2.8A). Nous avons ensuite montré
que le domaine SF13 de Src42 pouvait interagir avec CNK. Tout comme le domaine SH2,
le domaine SH3 est requis pour la coopération avec RASv12, suggérant ainsi la possibilité
qu’il participe au mécanisme de désinhibition suivant son association à proximité de la
Tyr1163 (f igure 2.7C). Nos données préliminaires supportent effectivement celle
possibilité. Par exemple, nous avons identifé un motif PXXP situé à 29 résidus en amont
de la Tyri 163, qui lorsque muté, abolit l’association du domaine SH3 de Src42 à CNK
(Laberge et Therrien, résultats non publiés). La région Tyr1163 pourrait donc être une
plate-forme permettant de recruter et d’engager les deux domaines régulateurs de Src42.
Dans un contexte endogène, le domaine SH2 pourrait être recruté sur la phosphotyrosine
1163 de CNK suivant l’activation d’un RTK, ce qui permettrait de positionner et de
faciliter l’engagement du domaine SF13 dans le but d’initier la désinhibition du RIR et
l’activation de RAF. Il est connu que les domaines SF13 et SH2 des 5fKs peuvent
communiquer entre eux. En effet, l’engagement du domaine SH2 de Fyn par un peptide
phosphotyrosine spécifique augmente l’association d’un ligand au domaine SF13. L’inverse
est également possible (Panchamoorthy et al., 1994). Le mécanisme d’action des deux
domaines régulateurs de Src42 devra être étudié plus en détail afin de détenTiiner leur
participation dans la désinhibition de RAF. Il serait intéressant de vérifier si ces domaines,
individuellement surexprimés en conditions non activée et activée, ont la capacité
d’influencer négativement la région RIR. De façon générale, cette interaction s’apparente à
celle observée chez les mammifères entre les protéines tyrosine kinases Src et FAK. En
effet, la présence des deux domaines de Src est requise pour son interaction avec fAK,
permettant ainsi d’obtenir une association de haute affinité (Thornas et al., 1998). D’autres
molécules ont aussi été décrites comme ayant la capacité de lier les deux domaines de Src
comme p62, Sarn68 (Src-Associated substrate during Mitosis of 68 kDa), pI3OCAS,
AfAP-1 10 (Actin f ilament-Associated Protein of 110 kDa) et Sin (Src Interacting)
(Guappone and f lynn, 1997; Nakamoto et aÏ., 1996; Richard et al., 1995; Taylor et al.,
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1995). Dans plusieurs cas, l’activation de Src suivant l’engagement de ses domaines
régulateurs, entraîne la phosphorylation de ses partenaires protéiques. La caractérisation de
la phosphorylation de CNK par Src42 sera discutée dans la section 3.5 (page 144).
Les études de complémentation de la létalité des différents mutants de CNK nous
ont permis d’obtenir d’importants indices sur les mécanismes de régulation de CNK par
Src42. En effet, la présence d’un transgène CNKmut’H63F dans un contexte cnk
restaure parfaitement la viabilité, contrairement à un transgène CNK63F (Table I). Ces
résultats suggèrent que l’effet positif intégré par la région Tyri 163 puisse être impliqué
dans la désinhibition du RIR. Fait à noter, la mutation de la TyrI 163 en résidu
phosphomimétique (acide glutamique) n’affecte en rien le potentiel inhibiteur de CNK,
suggérant ainsi que la phosphorylation de la TyrI 163 ne semble pas être suffisante pour
perniettre le désengagement du RIR. En sachant que la TyrI 163 est requise pour
l’association CNK/Src42, ces observations suggèrent qu’il existe une corrélation entre la
désinhibition et la liaison de Src42. Il faut préciser que la mutation du RIR que nous avons
utilisée est définie par le changement de trois acides aminés en alanine dans la région IS
(Ml 1). Cette mutation renverse l’effet inhibiteur de CNK tout en maintenant son
interaction à RAF. En contrepartie, la mutation du RIM qui empêche l’association de RAF
est incapable de restaurer la viabilité des mouches cnk’, démontrant par conséquent
l’importance physiologique de cette interaction pour la fonction de CNK (Douziech et al.,
2005, manuscrit en préparation). Ces résultats sont contradictoires avec ceux obtenus
biochimiquement dans les cellules S2. Selon ces études, l’activation de la voie ne requiert
pas cette association. Le RIR aurait simplement la capacité d’inhiber l’activité de RAF.
Ces observations semblent suggérer que l’interaction CNKJRAf n’est pas requise pour
l’activation de la voie MÀPK, quoique ce résultat puisse dépendre du type cellulaire utilisé.
Elle pourrait cependant être essentielle dans la régulation d’autres voies de signalisation
nécessaires pour la viabilité de la mouche. L’éventualité que CNK puisse être impliquée
dans d’autres voies de signalisation sera discutée dans la section 3.5 (page 144). Le
mécanisme moléculaire par lequel la liaison de Src42 à la région TyrI 163 pourrait
contrecarrer l’effet inhibiteur du RIR n’a pas encore été clairement défini. Afin de
déterminer précisément ces phénomènes, il faudrait tout d’abord connaître le mécanisme
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moléculaire par lequel le RIR inhibe l’activité de RAF. Plusieurs hypothèses ont été
avancées afin d’expliquer ce comportement. L’une des plus probables serait que le RTR
puisse agir de façon allostérique sur le domaine kinase de RAF en maintenant sa
conformation inactive. Les études cristallographiques de plusieurs kinases suggèrent qu’il
existe différentes façons de maintenir un domaine kinase dans une conformation inactive
incompatible pour la catalyse (Taylor and Radzio-Andzelm, 1997). Entre autres, CNK
pourrait agir comme un pseudosubstrat, c’est-à-dire en prévenant l’accès de MEK au site
actif de RAF. La kinase Twitchin et la PKA sont des exemples de protéines régulées par un
mécanisme de pseudosubstrat. De façon surprenante, la séquence qui mime le substrat de
ces kinases est composée de deux régions dont l’une lie le site actif et l’autre s’associe à
une région en périphérie de ce dernier (Gibson et al., 1997; Ru et al., 1994; Taylor and
Radzio-Andzelm, 1997). Le RIR de CNK pourrait se comporter de manière similaire. Un
autre mécanisme d’inhibition serait qu’un acide aminé du RIR pourrait mimer l’anneau
adénine de l’ATP et s’introduirait dans la pochette de fixation du nucléotide. Un
mécanisme similaire a déjà été observé suite à la résolution de la structure crystalline de
l’inhibiteur 27KIP au complexe Cdk2-cyclinA. En effet, 27KIP interagit entre autres avec
le site actif en mimant l’ATP pour inhiber l’activité de Cdk2 (Russo et al., 1996; Taylor and
Radzio-Andzelm, 1997). D’autres surfaces, autres que le site actif pourraient également
être utilisées afin de réguler négativement la conformation du domaine kinase de RAF.
D’un autre côté, une autre explication plausible impliquerait l’association d’une protéine
supplémentaire avec la séquence 1$. Par exemple, la liaison d’un régulateur négatif qui
réprimerait l’activité de RAF permettrait d’expliquer pourquoi, lorsque cette région est
mutée, CNK n’est plus en mesure d’inhiber RAF et coopère avec RAS’2.
En ne connaissant pas exactement le mécanisme d’inhibition de RAF par CNK, le
mécanisme moléculaire de désinhibition médié par la liaison de Src42 demeure
hypothétique. Nous savons que la désinhibition par Src42 n’entraîne pas de dissociation
entre CNK et RAF. En effet, l’activation de la voie MAPK par SEVSH dans les cellules S2
montre que le complexe CNKIRAf est maintenu (Figure 2.43). La liaison CNK/Src42 sur
la région TyrI 163 pourrait entraîner un changement conformationnel de la région du RIR et
contrecarrer son effet négatif sur l’activité de RAF. Il a déjà été montré que la liaison des
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domaines régulateurs des SfKs pouvait provoquer des changements conformationnels sur
les protéines avec lesquelles elles interagissent. Entre autres, la liaison du domaine SI-13 de
Lyn sur la PDE4 (cAMP-specific family 4 phosphodiesterase), une enzyme impliquée dans
la régulation de la signalisation de l’AMPc, entraîne un changement de conformation au
niveau de son site actif, régulant ainsi l’association d’un inhibiteur compétitif spécifique
(McPhee et aL., 1999). Src semble également induire un changement conformationnet suite
à son association à f3-arrestin, lui permettant ainsi d’interagir avec AP-2 (clathrin adapter
protein), tine protéine essentielle à l’intemalisation des GPCRs (fessart et al., 2005). La
désinhibition du RIR par Src42 pourrait également se faire par l’intermédiaire d’une
protéine recrutée par la partie NT de Src42. Évidemment, il faudrait que cette composante
médie ses effets positifs sur RAF via la désinhibition du RIR.
Le recrutement de RAf du cytoplasme à la membrane lors de l’activation de la voie
MAPK par un RTK. constitue un aspect important de sa régulation. Le mécanisme
moléculaire qui contrôle cette relocalisation n’est cependant pas encore compris. En
sachant que CNK interagit avec RAF et que cette association n’est pas perturbée durant
l’activation, il serait possible que CNK puisse être un transporteur de RAF alors que la
liaison de Src42 permettrait de contrôler la modulation de ce complexe dans différents
compartiments cellulaires. Une étude suggère d’ailleurs la participation de CNK dans ces
phénomènes (Anselmo et al., 2002). Cependant, dans notre laboratoire, nous n’avons pas
réussi à démontrer que CNK avait la capacité de contrôler la redistribution de RAF lors de
l’activation de la voie MAPK. En fait, la localisation intracellulaire exacte de CNK durant
l’activation de la voie demeure nébuleuse. Des études en immunohistochimie sur plusieurs
tissus en développement ou des cellules en culture révèlent que CNK est localisée dans le
cytoplasme, à la membrane, aux jonctions cellule-cellule de même que dans les
compartiments périnucléaires (Lanigan et al., 2003; Therrien et al., 199$) (Douziech et
Therrien, résultats non publiés). Les études de fractionnement dans les cellules S2 nous ont
révélé la présence de CNK autant dans la fraction cytoplasmique que membranaire. Plus
précisément, sa localisation membranaire, comme celle de MAGUIN-1, se retrouve dans un
complexe totalement Triton-insoluble (Yao et al., 1999). Curieusement, une étude dans les
cellules COS montre que $0 % de la foniie activée de C-RAF est localisée dans des
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compartiments insolubles (Stokoe et al., 1994). Suite à l’activation du récepteur SEVs1I.
nous n’avons remarqué aucune variation dans la localisation intracellulaire de CNK
(fractionnement cellulaire). Ces résultats n’écartent pas totalement sa participation dans les
phénomènes de relocalisation dc RAF. Il est connu que seulement une fraction de RAF est
relocalisée à la membrane, par conséquent, il serait possible que la sensibilité de nos essais
ne nous permette pas de détecter les molécules de CNK qui ont été redistribuées. Fait à
noter, la distribution subcellulaire de CNK n’affecte en rien, suivant l’activation du
récepteur Sev, son niveau de phosphorylation en tyrosine. Autant la forme soluble que la
forme Triton-insoluble dey iennent phosphorylées. La caractérisation de la localisation
intracellulaire du complexe CNK/RAF/Src42 suivant ou non l’activation de la voie MAPK
par un RTK nécessitera d’autres analyses afin de comprendre comment ces molécules
s’influencent mutuellement dans l’établissement de ces processus.
Les prochaines lignes comparent les différents mécanismes de régulation de RAF
par les protéines de type SfKs et tentent dc prédire si les processus décrits dans cette étude
sont transposables aux mammifères. Tout d’abord, l’alignement des séquences entre les
différents homologues de CNK n’a pas permis d’identifier les régions RIR et Tyr1163 dans
les protéines de mammifères. Cependant, sachant que l’interaction de CNK avec RAF est
conservée chez tous les homologues, il est possible de croire que les mécanismes
moléculaires de régulation de CNK chez la Drosophile pourraient être similaires chez les
mammifères même si leur séquence a divergé durant l’évolution. Il est connu que les petits
motifs linéaires peuvent être soumis à de grandes variations évolutives (Neduva and
Russell, 2005). Il est possible de proposer que ce motif spécifique puisse avoir évolué
parallèlement à RAF dans le but d’assurer son association. Un phénomène similaire a
d’ailleurs été démontré chez la levure (Zarrinpar et al., 2003). La régulation positive de C
RAF (et probablement A-RAF) par Src chez les mammifères est principalement dictée par
un événement de phosphorylation sur sa Tyr341. Cependant, cette régulation n’est pas
conservée par toutes les isoformes de RAF. En effet, B-RAF n’est pas soumise à une
phosphorylation par Src. Cette particularité provient principalement du fait que B-RAf ne
possède pas la tyrosine normalement phosphorylée par Src (Tyr341 chez C-RAf) dans la
région N. Chez C-RAf, la présence de charges négatives dans cette région, dictées par la
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phosphorylation de la Tyr341 et de la Ser338, contribue à contrecarrer sa conformation
inactive et à promouvoir son activation (Diaz et al., 1997; Fabian et al., 1993; Mason et al.,
1999). Chez B-RAf, la Ser33$ est constitutivement phosphoiylée et la Tyr341 est
remplacée par un aspartate (charge négative). Par conséquent, il a été observé que 3-RAF
possédait une activité basale élevée et qu’il ne requérait aucun événement de
phosphorylation dans cette région pour faciliter son activation (Mason et al., 1999). Étant
donné que B-RAF s’apparente fortement à RAF de Drosophile, on pourrait supposer que
leur régulation puisse être similaire. En effet, chez la Drosophile, la Scr338 est conservée
alors que la Tyr341 correspond à un résidu asparagine. Même si aucune étude n’a montré
que le résidu équivalent à la Ser33$ pouvait être phosphoiyléc, il est à noter que deux
glutamates suivent ce résidu et que, comme chez 3-RAF, ils pourraient contribuer aux
charges négatives. Le fait que B-RAF possède une activité basale élevée suggère qu’il
requiert un signal inhibiteur fort pour maintenir son activité kinase inactive (Mason et al.,
1999). 11 est donc possible de penser que 3-RAF puisse être régulée par la liaison d’une
séquence analogue au RIR située dans CNK de mammifères et que Src pourrait être
impliquée dans cette désinhibition. Même si cette hypothèse reste à être évaluée, il est
plausible de penser que B-RAf puisse être l’isoforme ancestrale qui aurait conservée le
mécanisme de régulation qui dépend à la fois de CNK et de Src comparativement aux
autres isoformes qui auraient divergé.
Il n’est pas exclu que les isoforrnes de C-RAf et de A-RAf puissent également être
régulées par CNK. Même si ces isofonnes sont régulées par une phosphorylation directe de
Src, il serait possible que durant l’évolution, la présence de CNK soit demeurée essentielle.
En fait, une étude récente suggère que CNKI recrute Src et C-RAF pour former un
complexe trimérique, facilitant ainsi la phosphoiylation dc C-RAF par Src (Ziogas et al.,
2005). De façon surprenante, il a déjà été montré que C-RAf était capable d’interagir avec
Src et que cette association nécessitait la présence des domaines SH2 et SH3 de Src
(Cleghon and Morrison, 1994). Cependant, aucune interaction directe n’a été rapportée
entre ces deux composantes. Une molécule intermédiaire (telle que CNK) pourrait donc
participer à la formation d’un tel complexe.
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Chez la Drosophile, nos résultats suggèrent que l’activité kinase de Src42 n’est pas
requise pour l’activation de RAF et par conséquent, de la voie MAPK. Toutefois, il n’est
pas complètement écarté que Src42 puisse phosphoryler RAF dans le but de réguler sa
fonction au sein des processus indépendants de la voie MAPK. Nous avons de fait vérifié
si, en coexpression, Src42 pouvait induire la phosphorylation de RAF. Cette analyse
semble indiquer que RAF est phosphorylable par Src42. La caractérisation de ces
événements reste à être effectuée.
La caractérisation des mutations issues des différents cribles génétiques dévoilent de
l’information précieuse quant à l’identification des régions essentielles à la fonction d’une
protéine. Il devient intéressant de tenter d’associer ces mutations à une fonction précise de
la protéine et par conséquent de démontrer que cette fonction est requise dans un processus
particulier in vivo. De façon surprenante, plusieurs mutations ponctuelles provenant des
allèles de CNK identifiées durant le crible KDN sont situées dans la région TyrI 163. De
plus, nous avons constaté qu’elles ont un impact négatif sur la phosphorylation de la
Tyrl 163 par SEV de même que sur l’interaction avec Src42. Nous suggérons, par
conséquent, que la perte de fonction associée à ces mutations pourrait prévenir l’intégration
des signaux RTKs en empêchant le mécanisme de désinhibition. Cette effet entraînerait
l’inhibition de la voie MAPK et provoquerait la létalité des mouches. Toutefois, d’après
nos résultats, nous n’avons pas été en mesure d’identifier le défaut moléculaire associé à
ces mutations puisque l’anticorps atiti phosphotyrosine (4G 10) que nous utilisons n’est pas
spécifique à la Tyr1163. Plus précisément, lorsque nous évaluons l’effet d’une mutation
sur la phosphorylation de CNK, nous ne pouvons distinguer si la phosphorylation de la
Tyrl 163 est directement affectée ou si c’est le recrutement de Src42 qui est empêché, ce
qui par conséquent, préviendrait la phosphorylation des autres tyrosines localisées ailleurs
sur CNK (CNK en possède 39). Afin d’évaluer l’impact des allèles sur ces phénomènes, il
serait possible en utilisant les petites formes de CNK qui ne possède que la TyrI 163
(CNK1016271), de vérifier si dans ce contexte, la reproduction des allèles affecte ou non
la phosphorylation de cette tyrosine. L’utilisation d’un anticorps spécifique anti-phospho
TyrI 163 pourrait aussi faciliter l’éclaircissement de l’impact associé à ces allèles.
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Du côté des allèles de Src42, nous proposons qu’ils soient des gains de fonction. En
effet, selon l’analyse structurelle, ces mutants à conformation ouverte seraient capables de
lier CNK pour contrecarrer la région inhibitrice. Le mécanisme moléculaire qui pourrait
expliquer la corrélation entre l’activité gain de fonction de ces allèles et leur interaction à la
région Tyri 163 reste cependant à être démontré. Une possibilité serait que la
stoechiométrie d’association entre CNK et ces mutants soit déséquilibrée. Par exemple, les
mutations pourraient favoriser une association soutenue avec CNK suivant l’exposition de
leurs domaines régulateurs, se traduisant alors en une désinhibition constante du RIR. Il
faudrait déterminer si in vivo, ces mutants s’associent plus fortement ou plus longtemps à
CNK comparativement à une forme sauvage. Parallèlement, nous ne savons pas si ces
mutants dépendent toujours de la signalisation endogène. En fait, il se pourrait que ces
mutations ne soient pas en elles-mêmes suffisantes pour ouvrir complètement la structure
tridimensionnelle et dépendraient d’un signal RTK pour s’associer à CNK. Cependant,
suite à leur association, leur structure pourrait être stabilisée prolongeant ainsi leur
association et la désinhibition du RIR de façon soutenue.
Les protéines de la famille des SFKs possèdent plusieurs fonctions redondantes chez
les mammifères (Bromann et al., 2004). Il devenait donc important de s’assurer que les
mécanismes de régulation de CNK par Src42 n’étaient pas redondants avec d’autres SfKs
chez la Drosophile. Plus particulièrement, il existe deux gènes appartenant à la famille des
SfKs, soit Src42 et 8rc64 (Simon et al., 1985; Takahashi et al., 1996). Même si Src42
semble être le plus proche homologue de Src de mammifères, il a été montré que sa
fonction pouvait tout de même être redondante avec celle de Src64 au cours des nombreux
processus cellulaires régissant l’embryogenèse (Takahashi et al., 2005; Tateno et al., 2000).
De plus, Src64 possède entre autres la capacité d’influencer la différenciation des
photorécepteurs, suggérant ainsi qu’elle puisse participer à la régulation de la voie MAPK
(Kussick et al., 1993; Li et al., 2000). Nous avons également tenté de voir si d’autres
protéines tyrosine kinases pouvaient être impliquées dans la régulation de CNK. Tec29,
qui n’est pas une SfKs, appartient plutôt aux protéines tyrosine kinases cytoplasmiques de
la famille des BTKs/TECs. Ces enzymes sont impliquées dans la signalisation en aval des
cytokines et du récepteur des cellules T. Elles participent, entre autres, à l’activation de la
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voie MAPK chez les mammifères (Schwartzberg et al., 2005). L’activation des TECs
requiert préalablement une phosphorylation par un membre des SFKs (Rawlings et al.,
1996). Chez la Drosophile, Tec29 a été identifiée comme molécule fonctionnant en aval de
Src64 durant la formation des canaux en forme d’anneaux durant l’oogenèse (Guamieri et
al., 1998; Roulier et al., 199$). De plus, une étude génétique réalisée chez la Drosophile a
montré que Tec29 pouvait être impliquée positivement dans l’activation de la voie MAPK
et qu’elle avait la capacité d’interagir génétiquement avec Src42 (Li et al., 2000; Tateno et
al., 2000). Nous nous sommes donc intéressés à la fonction de ces deux protéines tyrosine
kinases dans les mécanismes de régulation de CNK par les RTKs. L’analyse de Src64 et
Tec29 dans notre système de cellules en culture nous a cependant montré qu’aucune de ces
composantes n’avait la capacité d’influencer la phosphorylation de CNK, ni l’activation de
la voie MAPK en aval de SEV. Leur présence ne semble pas non plus être requise pour
l’activation de la voie MAPK par d’autres récepteurs dont celui à l’EGF et à l’insuline.
Aucune redondance n’a d’ailleurs été observée durant notre étude (Laberge et Theirien,
résultats non publiés). Néanmoins, ceci n’exclut pas qu’elles pourraient être impliquées
dans la régulation de CNK en aval d’autres RTKs ou dans d’autres types cellulaires.
Certaines données préliminaires montrent qu’en surexpression, Src64 (et non Tec29) peut
phosphoiyler et s’associer à CNK. Nous ne savons pas si la TyrI 163 est importante pour
cette association. La fonction de Src64 au sein des mécanismes de régulation de CNK reste
donc à être déterminée.
3.4. Fonction de CNK dans l’orchestration des différentes voies
de signalisation conduisant à l’activation du module MAPK
Les protéines d’échafaudage ont été décrites comme étant des molécules qui
facilitent l’assemblage de complexes multiprotéiques et qui participent à l’établissement
d’une spécificité au sein des mécanismes de transmission des signaux (Burack and Shaw,
2000; Vondriska et aI., 2004). L’ensemble des études de notre laboratoire démontre que
CNK interagit avec plusieurs composantes de la voie MAPK et qu’elle possède la capacité
d’intégrer au moins deux signaux indépendants impliqués dans la régulation de l’activité de
RAF. Ces observations supportent son rôle comme protéine d’échafaudage de la voie
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MAPK. L’analyse des différentes propriétés de CNK aurait de plus confirmé sa capacité
d’orchestrer les différentes voies de signalisation qui convergent vers la cascade IVIAPK.
En fait, la détermination de son comportement provient essentiellement d’une étude
structure-fonction qui a permis de mettre en lumière son activité bimodale, c’est-à-dire de
réguler soit positivement, soit négativement l’activité de RAF (Douziech et al., 2003). En
résumé, ces données ont montré que sa partie NT, via ses domaines SAM et CRIC, intègre
positivement les signaux provenant de RAS alors que le RIR. situé en CT, exerce un effet
négatif sur RAF. D’un côté, ces effets permettent de stimuler la transmission du signal
entre RAS et RAF et de l’autre, prévenir la phosphorylation de MEK par RAF (Douziech et
al., 2003). Récemment, le mécanisme d’intégration des signaux positifs de la partie NT a
été mieux défini. En fait, il a été montré que les effets de RAS intégrés dans cette région
auraient la capacité de moduler spécifiquement l’activité kinase de RAF. Ce mécanisme
provient d’une étude qui démontre qu’une forme activée du domaine kinase de RAF,
caractérisée par la présence d’acides aminés acides dans sa boucle d’activation (RAF),
peut toujours être stimulée par RAS’12 mais n’est plus en mesure d’intégrer les effets
induits suivant la surexpression de la partie NT de CNK (Douziech et al., 2005, manuscrit
en préparation). Des observations concordantes ont été récemment rapportées chez
c.elegans (Rocheleau et al., 2005). L’effet positif du NT de CNK sur l’activation de RAF
dépend à la fois de KSR et de HYP, une nouvelle composante de la voie (Douziech et al.,
2005, manuscrit en préparation). Cette dernière est principalement composée d’un domaine
SAM et, au même titre que KSR, interagit avec la partie NT de CNK. La façon dont cette
molécule pourrait participer dans la transmission des signaux n’est pas encore tout à fait
clair, mais il a été proposé qu’elle puisse agir comme molécule stabilisant la liaison
CNK/KSR. Cette hypothèse provient du fait que l’enlèvement de HYP prévient
l’association entre CNK et KSR (Douziech et al., 2005, manuscrit en préparation). Il a
aussi été observé que ce type de molécules, suite à leur association à d’autres domaines
SAM, peut réguler la transmission des signaux en modulant les processtis d’oligomérisation
et/ou de polymérisation (Qiao and Bowie, 2005). Par exemple, la phosphoiylation de YAN
par MAPK, lequel est un facteur de transcription de la famille Ets, est dépendante de son
association avec ctne autre protéine appelée Mae (modulator of the activity of Ets) via
l’association de leurs domaines SAM respectifs (Baker et al., 2001). En fait, Mae est
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capable de recruter MAPK et d’induire la dépolyrnérisation du domaine SAM de YAN,
favorisant ainsi l’exposition de son site de phosphorylation (Serl27) (Qiao et al., 2004).
HYP pourrait être impliqué dans la régulation de l’oligomérisation du domaine SAM de
CNK et par te fait même dans la modulation positive de l’activité de RAF par KSR. Même
si certaines évidences suggèrent que CNK pourrait exister sous forme d’oligomères chez les
mammifères, d’autres analyses seront nécessaires afin de montrer comment ces
phénomènes régulent la fonction de CNK et de déterminer le rôle de HYP dans ces
événements (Ohtakara et al., 2002; Ziogas et al., 2005).
L’analyse des partenaires de CNK suggère que la majorité de ces composantes (sauf
Src42) sont préassemblées, c’est-à-dire qu’elles forment un complexe irniltiprotéique en
condition inactive (f igure 3.1). Suite à l’activation d’un RTK, différents signaux
impliquant RAS et Src sont intégrés par CNK. Il est connu que RAS peut interagir
directement avec RAf afin d’initier son recrutement à la membrane et de participer à
l’ouverture de sa conformation inactive. Cependant, il est connu que ces événements ne
sont pas suffisants pour activer complètement RAf. CNK, via HYP et KSR, pourrait
permettre l’intégration d’un signal également en provenance de RAS, provoquant ainsi un
effet positif sur l’activité de RAF (f igure 3.1). Le mécanisme moléculaire par lequel CNK
stimule la fonction de KSR n’est pas encore clairement défini. Cependant, il a été proposé
que CNK puisse moduler la conformation du domaine kinase de KSR au moyen d’une
régulation allostérique (Douziech et al., 2005, manuscrit en préparation). KSR ne semble
pas avoir d’activité kinase. Son rôle au sein du processus d’activation de la voie serait de
rapprocher et d’exposer le substrat MEK à RAF (Roy et al., 2002). Cependant, la
caractérisation de la fonction de KSR au sein du complexe KSRJRAF/MEKJCNKNT
suggère que son mécanisme d’action ne se résume pas à une simple activité d’échafaudage
(Douziech et al., 2005, manuscrit en préparation). En effet, des mutants du domaine kinase
de KSR (KSR’696703T et KSRl732F) qui possèdent toujours la capacité d’échafauder ne
peuvent plus soutenir l’activation de MEK par RAF. Il a été proposé que KSR puisse
favoriser l’ouverture de la boucle d’activation du domaine kinase de RAF, facilitant ainsi son
activation (Figure 3.1). D’ailleur le mutant RAf’ est insensible à l’activité de KSR,
supportant ainsi cette hypothèse (Douziech et aI., 2005, manuscrit en préparation). Ce
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mécanisme de transactivation entre KSR et RAF pourrait s’apparenter à celui proposé pour
induire I ‘activation de C-RAF par B-RAF. En effet, il semblerait que des mutants de B-RÀF
(oncogéniques) qui n’ont aucune activité catalytique ont pourtant la capacité d’activer la voie
MAPK endogène par un mécanisme qui dépend de C-RAF. Il a été proposé que celle
transactivation soit le résultat d’une modification allostérique résultant de leur



























hétérodimérisation (Wan et al., 2004). CNK pourrait, au même titre que la protéine
d’échafaudage STE5, avoir la capacité de moduler l’accessibilité des différentes kinases
associées pour faciliter la transmission de signaux au sein de la voie MAPK. En fait, dans
le cas de STE5, il a été suggéré que le recrutement de STE5 aux sous-unités Gy, suite à
une stimulation par la phéromone, induit un changement conformationnel qui lui
permettrait l’exposition et l’orientation adéquates des kinases associées favorisant ainsi la
phosphorylation séquentielle de la cascade (Sette et al., 2000). De façon analogue, même si
le complexe CNKJKSRJRAf semble préformé, l’intégration d’un signal RAS pourrait de
façon conformationnelle favoriser leur rapprochement et soutenir l’activation de RAF par
KSR. Ce rapprochement pourrait également être stabilisé par l’interaction des parties NT
de KSR et de RAF (Roy et al., 2002) (Figure 3.1).
Du côté des signaux de Src42, ceux-ci pourraient s’assurer que l’inhibition sur RAF
soit relevée (Figure 3.1). Cependant, il n’est pas totalement écarté que cette association
puisse également induire un changement de conformation qui se répercute non seulement
sur le RIR, mais également sur la structure globale de CNK, favorisant ainsi la transmission
des signaux entre KSR et RAF. Il serait intéressant de vérifier si l’association de Src42
influence positivement l’association entre KSRIRAF. L’ensemble de ces événements
permettrait de contrôler spécifiquement l’activation de RAF et suggère fortement que CNK,
tout comme STE5, n’est pas une simple protéine d’échafaudage qui agit passivement. Pour
ce qui est du domaine CRIC, aucune fonction précise n’a pu lui être attribuée (Douzicch et
al., 2005, manuscrit en préparation). Récemment, MLK3, une MAPKKK principalement
impliquée dans la voie JNKs, a été caractérisée comme molécule capable d’induire
l’activation de RAF (Chadee and Kyriakis, 2004). Il a été montré que CNK1 pouvait
interagir avec cette dernière via son domaine CRIC (Jaffe et al., 2004). La fonction de cette
interaction et son impact sur la régulation de RAF chez la Drosophile restent à être
démontrés.
Nous croyons que les différentes propriétés de CNK pourraient générer de la
spécificité lors de l’activation de la voie MAPK. Tout d’abord, le comportement de CNK
permet de contrôler les mécanismes de transmission de signaux autant en condition inactive
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quactive. En condition non stimulée, CNK maintient RAF et l’empêche de phosphoryler
MEK. Lorsque la voie est stimulée, les deux signaux sont intégrés pour réguler
positivement l’activité de RAF. Un tel comportement (à double activité) a aussi été
observé chez d’autres protéines d’échafaudage impliquées au sein de différentes voies de
signalisation. La protéine Costal-2 (drosophile) par exemple, est requise positivement
durant l’activation de la voie Hedgehog et forme un complexe multiprotéique avec
différentes molécules, facilitant ainsi la transmission du signal. Dans une condition
inactive par contre, Costal-2 prévient l’accumulation nucléaire de Cubitus interruptus. un
facteur de transcription essentiel à l’expression des gènes cibles de cette voie (Kalderon,
2004; Lum et al., 2003). La protéine d’échafaudage de la voie JNK appelée JIP, semble
également avoir des propriétés qui lui permettent de réguler positivement et négativement
la voie. En absence d’un signal, JIP est capable de s’associer avec une forme monomérique
et inactive de DLK (Dual Leucine zipper bearing Kinase). Après stimulation, DLK
dimérise et s’autophosphoryle pour permettre l’activation du module JNK. Même si
l’activation de DLK requiert sa dissociation du complexe, la fonction de JIP favorise la
formation d’un complexe multiprotéique rapprochant les membres de la cascade JNK
(Nihalani et al., 2001; Whitmarsh et al., 199$).
La particularité de CNK à intégrer deux signaux indépendants pourrait générer de la
spécificité lors de l’activation de RAF par RAS pour la mise en oeuvre dc processus
cellulaires particuliers. Il est connu que RAS peut interagir avec plusieurs molécules
effectrices pour ensuite contrôler l’activation des différentes voies de signalisation
(Ehrhardt et al., 2002; Shields et al., 2000). CNK pourrait être l’intégrateur spécifique de la
voie MAPK en recevant, directement du RTK, un signal lui indiquant de relever
l’inhibition sur RAF pour que RAS puisse moduler positivement son activité. Cette
spécificité d’action pourrait se manifester dans différents compartiments ou types
cellulaires. Par exemple, il est connu que les protéines d’échafaudage peuvent recruter des
modules de signalisation dans des compartiments cellulaires distincts afin de contrôler
spécifiquement la transmission des signaux (Garrington and Johnson, 1999). 11 est connu
que MPI, par exemple, régule la voie MAPK à partir des endosomes tardifs (Teis et al.,
2002; Wunderlich et al., 2001). 11 serait possible que CNK recrute RAF dans des endroits
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précis de la cellule pour la régulation de la voie MAPK lors de la mise en oeuvre de
processus biologiques particuliers. L’intégration de ces deux signaux serait nécessaire pour
médier l’activation du module MAPK dans ces compartiments. D’un autre côté, la
spécificité d’activation d’une voie de signalisation en aval d’un RTK peut être précisément
déterminée par les différentes composantes présentes en aval de ce récepteur. En effet,
chez C. elegans, une étude montre que la fonction du RTK LET-23 dans divers tissus
pourrait être déterminée par ses phosphotyrosines qui recrutent différentes molécules
effectrices présentes dans un type cellulaire particulier (Lesa and Stemberg, 1997; Tan and
Kim, 1999). La régulation de RAF par CNK en aval des RTKs pourrait être régulée
différenciellement selon le type cellulaire pour engendrer des réponses spécifiques. Par
exemple, l’activation dc la voie MAPK par un RTK donné dans deux types
cellulaires différents peut ou non faire intervenir l’activation de Src. Cette différence
pourrait faire varier l’activation de différents effecteurs de RAS puisque CNK n’a pas reçu
le signal de désengager RAF.
Il serait également possible que cette particularité d’intégrer deux signaux se
répercute sur différents aspects de l’activation de la voie MAPK tels que la durée et
l’amplitude du signal. La régulation dc RAF par le RIR pourrait modifier la cinétique de
phosphorylation de MEK. Dans un sens opposé, la partie NT, via HYP et KSR, pourrait
agir comme catalyseur et stimuler l’activité de RAF. Afin d’investiguer ces questions, il
faudrait déterminer si dans certains cas, RAF peut être activée indépendamment de CNK.
Par le fait même, il serait également intéressant d’analyser le comportement enzymatique
de RAF lorsque ce demier est associé ou non à CNK.
Une question importante par rapport à l’intégration des deux signaux par CNK
concerne la pertinence de chacun d’eux au sein du processus d’activation de RAF. Les
signaux RAS et Smc sur CNK sont-ils corcquis ou bien la présence de l’un d’eux est-elle
suffisante pour médier l’activation de RAF ? Nos expériences ne permettent pas d’établir
clairement l’impact individuel de chacune de ces voies sur l’activité de RAF. Les
prochaines lignes discutent de certains résultats obtenus par rapport à la participation de
chacune de ces voies qui convergent sur CNK.
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Tout d’abord, l’abolition du potentiel inhibiteur de la région RIR ne semble pas
suffisante, en elle-même, pour médier une suractivation de la voie MAPK et causer un
phénotype d’oeil rugueux. Par exemple, la présence d’un transgène de CNK (CNKMH) ou
dun allèle mutant de Src42 (Src42382) qui ont la capacité de répresser l’effet inhibiteur de
CNK, ne sont pas en eux-même des gains de fonction. Ces observations pourraient être
reliées à la propriété de CNK d’intégrer deux signaux (RAS et Src) corequis pour assurer
l’activation de la voie MAPK. Même si dans une condition où le RIR n’exerce plus d’effet
inhibiteur (CNKM ou Src42382 ), l’activation de RAF n’est pas complète et requiert
également un signal provenant de RAS. À ce moment, le signal RAS s’apparente à une
situation physiologique et n’augmente pas plus la fraction de RAF activée, ce qui se traduit
par une activation normale de la voie MAPK. Cependant, lorsque RASvI2 est surexpriméc,
l’équilibre entre les signaux RAS et Src intégrés par CNK est modifié. La partie NT de
CNK reçoit constitutivement un signal RAS qui se répercute positivement sur l’activité de
RAF. Dès lors, la signalisation Src42 endogène n’est pas suffisante pour totalement relever
l’inhibition de la région RIR. La présence des allèles de Src42 (ou CNK MII) peuvent par
conséquent augmenter la fraction de RAF désinhibée et stimuler son activation. Il serait
donc possible de proposer que CNK puisse être une composante se retrouvant à la jonction
de deux voies dc signalisation convergentes et que celles-ci soient corequises pour
l’activation maximale de RAF et de la voie MAPK. Certains résultats corroborent cette
hypothèse. Nous avons observé que dans les cellules S2, l’activation de la voie MAPK par
Src42 requiert non seulement CNK, mais aussi RAS, DRK (GRB2) et SOS. De plus, une
mutation dans RAS supprime le nombre de cellules R7 additionnelles dans les mouches
Src42’1’ (Takahashi et al., 1996). Ceci pourrait également expliquer pourquoi les deux
voies RAS et Src, qui convergent sur CNK, coopèrent très bien ensemble (F igure 78).
Nos recherches proposent que CNK ait la capacité d’intégrer, indépendamment de
l’activation de RAS, un signal Src qui se répercute positivement sur la fonction de RAF en
désengageant le RIR. Ceci nous amène à nous questionner sur l’impact moléculaire de cet
événement. Dans certains cas, serait-il possible que cette désinhibition soit suffisante en
elle-même pour stimuler l’activité de RAF en absence de RAS ? Les premières évidences
d’un tel mécanisme ont été démontrées chez la Drosophile. Ces analyses ont été effectuées
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à Faide du RTK TORSO. Ce récepteur régule la différenciation des deux extrémités
terminales de l’embryon via l’activation de la voie RAS/MAPK (Duffy and Perrimon,
1994). Le niveau d’activation de la voie peut être évalué en mesurant la surface
d’expression de facteurs de transcription spécifiques au niveau des pôles de l’embryon. Les
résultats suggèrent que RAF puisse être activée par TORSO même en complète absence dc
RAS. En fait, l’analyse d’un allèle nul de RAf produit un phénotype beaucoup plus sévère
que ceux générés par l’élimination des gènes RAS, DRK ou 505, suggérant ainsi la
possibilité que RAF puisse être activée par une voie indépendante de RAS (Hou et al.,
1995). Ces analyses sont d’ailleurs supportées par la caractérisation d’un phénotype
associé à un allèle hypornorphique de RAF, appelé RAF”°. Même si cet allèle contient
une mutation dans son domaine RBD qui prévient son association à RAS, il produit un
phénotype moins sévère qu’une perte dc fonction (D-Raf1 129) suggérant ainsi que RAF
puisse toujours avoir la capacité de recevoir des signaux du RTK TORSO (Hou et al., 1995;
Melnick et al., 1993). En supposant que l’activité résiduelle de DRAF CIlO dépende de
l’intégration d’une voie indépendante de RAS, un crible génétique a été effectué dans le but
d’identifier des mutations dominantes qui suppriment la létalité associée à cette mutation
(Lu et al., 1994). Étonnement, l’un des gènes identifiés ayant le potentiel de renverser cette
létalité est Src42A (Zhang et al., 1999). De façon comparable au crible KDN, la
caractérisation de cet allèle propose que Src42 fonctionne comme régulateur négatif.
Cependant, une délétion qui enlève le gène de Src42, est incapable de supprimer la létalité
(Lu and Li, 1999) (Suppl. Table 2.1). Ces résultats suggèrent donc que cette mutation
possède un effet gain de fonction comme celles caractérisées dans notre étude, confirmant
ainsi la possibilité que ces mutants pctissdnt participer aux mécanismes d’activation de RAF
indépendamment de RAS. D’ailleurs, contrairement à l’analyse dans l’oeil de la mouche,
cet allèle gain dc fonction de Src42 montre qu’il peut réguler positivement en elle-même la
voie MAPK en aval du récepteur TORSO même en complète absence de RAS (Lu and Li,
1999). La particularité de cet allèle de Src42 capable dc renverser la létalité associée à
DRAF a été mise à profit dans le but de générer un autre crible génétique qui
permettrait d’identifier les molécules nécessaires à cette sauvegarde. Ce crible a isolé,
entre autres, un gène appelé semang qui encode pour une protéine dont la fonction est
requise dans la voie MAPK (Zhang and Lu, 2000; Zhang et al., 1999). Afin de déterminer
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si CNK, comme semang, peut participer à la régulation de RAF par Src en absence de RAS,
il serait intéressant de déterminer si une perte de fonction de CNK a ta capacité d’inhiber la
sauvegarde de l’allèle DRAF CIlO dans celle condition. Il reste que celle régulation pourrait
s’effectuer dans un contexte cellulaire particulier ou en aval d’un RTK spécifique.
La caractérisation d’une telle voie chez les mammifères n’a pas encore été
clairement caractérisée. Toutefois, quelques articles abordent la possibilité de son
existence. La caractérisation d’un mutant de C-RAF incapable de lier RAS peut toujours
s’autophosphoryler et induire l’activation de MEKI lorsqu’il est coexprimé avec une forme
activée de Src. Le mécanisme d’activation de ce mutant de C-RAf pourrait impliquer une
phosphorylation directe par Src et pourrait même conduire à la phosphorylation de substrats
autres que MEK (fabian et al., 1994; Ziogas et al., 1998). Par contre, dans d’autres
systèmes cellulaires, l’activation de C-RAf par un mécanisme indépendant de RAS, peut se
faire sans phosphoiylation sur résidus tyrosines (Lee et al., 2003; Zou et al., 1996). Du côté
de B-RAF, la caractérisation d’une voie indépendante de RAS a cependant été démontrée.
Son activation est médiée par RAP1, une petite GTPase très apparentée à RAS qui permet
une activation soutenue de la voie MAPK en réponse au NGf en s’associant à B-RAF
(Ohtsuka et al., 1996; Vossler et al., 1997; York et al., 1998). La pertinence de Src au sein
de ce processus a également été exposée (Schmitt and Stork, 2002). Parallèlement, la
présence de RAP1 chez la Drosophile semble participer à l’activation de la voie MAPK de
manière indépendante de RAS en aval du RTK TORSO (Hariharan, 2005; Mishra et al.,
2005). La détermination de celle voie de signalisation indépendante de RAS reste à être
caractérisée.
3.5. Implication de CNK dans d’autres voies de signalisation
Notre étude a permis de caractériser la fonction de CNK au sein des mécanismes de
régulation et d’activation de la voie MAPK. Cependant, plusieurs études chez les
mammifères suggèrent que CNK puisse également posséder la capacité de réguler d’autres
processus cellulaires dont plusieurs sont indépendants de l’activation de la voie MAPK tels
que l’apoptose, la différenciation neuronale et la signalisation RHO (Bumeister et al., 2004;
Jaffe et al., 2004; Jaffe et al., 2005; Rabizadeh et al., 2004).
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Nous savons que la phosphorylation de la TyrI 163 ne nécessite pas la présence de
Src42. Cependant, nous observons que sa déplétion par ARNi diminue fortement la
phosphorylation globale de CNK induite par SEV. Nous avons remarqué que ces
événements de phosphorylation ne semblent pas influencer les niveaux d’activation de la
voie MAPK, suggérant ainsi qu’ils puissent potentiellement participer à l’activation
d’autres voies de signalisation. L’engagement des domaines régulateurs de Src42 sur CNK
pourrait non seulement se répercuter positivement sur la région RIR, mais pourrait
également avoir un effet en stimulant sa propre activité kinase. D’ailleurs, il a été observé
que le mécanisme d’activation de Src, via l’association de ses domaines SH3 et SH2, est
directement couplé au rapprochement de ces substrats cellulaires appropriés (Boggon and
Eck, 2004). De façon similaire, il a été montré que l’engagement des domaines SH3 et
SH2 de Src sur FAK favorise la stimulation de son activité kinase. En fait, fAK devient
une meilleure cible de phosphorylation (Thomas et al., 1998). Nous proposons que la
région Tyr1163 de CNK encode pour une séquence de haute affinité pour la liaison des
domaines régulateurs de Src42, ce qui favoriserait par la suite la phosphorylation de CNK.
Les essais kinase in vitro effectués sur les immunoprécipitations dc CNK ont permis de
supporter cette hypothèse. En effet, dans ces conditions, CNK devient phosphorylée sur
résidus tyrosines par Src42. Même si nous ne pouvons exclure à 100 % que cet événement
pourrait provenir d’une autre tyrosine kinase (qui dépend dc Src42), ces expériences
suggèrent fortement que Src42, complexé à CNK suivant l’activation dc SEV, est actif pour
ensuite phosphoiyler CNK.
Nous ne connaissons pas l’identité de ces nouveaux sites de phosphorylation, mais
leur identification et leur caractérisation in vivo nous permettront peut-être de démontrer
leur pertinence sur la fonction de CNK dans d’autres voies de signalisation intracellulaires.
CNK pourrait agir comme plate-forme protéique multifonctionnelle en recrutant des
composantes possédant des domaines SH2 capables de réguler l’activation de ces
différentes voies. Il existe une variété de ce type de protéines en aval des RTKs qui exerce
une telle fonction, dont IRS (Insulin Receptor Substrate), fRS2 et GAB (Schlessinger,
2000). Ces protéines sont localisées à la membrane via un site d’ancrage spécifique, et
deviennent phosphorylées en tyrosines suivant l’activation des RTKs. Ces
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phosphotyrosines vont recruter différentes molécules de signalisation qui ont des domaines
SH2 dans le but d’initier des cascades de signalisation et ainsi mettre en oeuvre certains
processus cellulaires spécifiques. La phosphorylation de CNK par Src42, suite à
l’activation des RTKs, pourrait faciliter la transmission par un mécanisme analogue. Entre
autres, nous avons observé que la partie NT de CNK pouvait être phosphorylée par SEV
(Figure 2.13 et Suppi. f igure 2.1). Une tyrosine conservée dans le domaine SAM de CNK
(Tyr2$) pourrait être un site potentiel. D’ailleurs, il a été démontré que ce résidu, au sein
du domaine SAM du récepteur à Féphrine, était capable de recruter des protéines à
domaines SH2 (Stem et al., 1996; Stem et al., 199$).
La phosphorylation de CNK pourrait être impliquée au cours de la différenciation
neuronale. En effet, l’ensemble des recherches réalisées à la fois au laboratoire et dans les
cellules de mammifères, suggère qu’il puisse exister une corrélation entre CNK, les SFKs
et la croissance des axones. De façon surprenante, l’activation du module RAS/MAPK.
suite à l’activation d’un RTK, est requise sans toutefois être suffisante en elle-même pour
induire la différenciation des cellules PC12 (Peng et al., 1995). La participation d’une voie
de signalisation indépendante nécessitant Src serait également essentielle à la croissance
des axones (Kremer et al., 1991; Vaillancourt et al., 1995). Il semble qu’il en soit
également ainsi durant la différenciation des cellules H 19-7 en neurones. En effet, la voie
MAPK est essentielle, mais insuffisante en elle-même pour assurer leur différenciation. En
fait, deux voies de signalisation sont requises, l’une sollicitant la participation de Src,
l’autre celle de RAS et RAF par des mécanismes qui sont à la fois dépendants et
indépendants de MAPK (Kuo et al., 1996; Kuo et al., 1997). En sachant que CNK peut
intégrer des signaux RAS et Src qui se répercutent sur l’activité de RAF, serait-il possible
que CNK puisse être la composante permettant la régulation de ces processus ? Certaines
études sur la fonction physiologique de Src dans la formation des axones a permis de mieux
comprendre cette voie de signalisation. D’abord, il a été montré que la fonction in vivo des
SFKs était importante dans la formation des axones (Beggs et al., 1 994; Igneizi et al.,
1994). La caractérisation de ces événements montre que l’association de Src aux protéines
d’échafaudage CAS et SIN est essentielle. Cette interaction entraîne leur phosphorylation
par Src et médie le recrutement de molécules à domaines SH2 telles CrkL (or CrkII) ou
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Nck (Teng et al., 1995; Yang et al., 2002). Évidemment, ces molécules ont le potentiel
d’influencer la réorganisation du cytosqueleffe via la modulation des petites GTPases, un
processus qui est d’ailleurs essentiel pour la croissance des axones durant la différenciation
neuronale. Par exemple, la signalisation en aval de Crk requiert la présence des petites
GTPases RHO et RAC (Altun-Gultekin et al., 199$; Klemke et al., 199$). Il a également
été montré que cette signalisation Src via le recrutement du complexe Crk/C3G conduit à
l’activation de la petite GTPase Rapi (Anneren et al., 2000; Xing et al., 2000).
De concert avec la caractérisation de Src dans les cellules PC12 et les résultats
obtenus durant notre étude, nous suggérons que CNK puisse se comporter de manière
similaire aux protéines d’échafaudage CAS/Sin en intégrant un signal Src nécessaire à
l’induction des mécanismes impliqués dans la formation des axones. La première évidence
qui suggère la participation de CNK dans la différenciation neuronale, et plus
particulièrement dans la croissance des axones, nous provient d’une étude chez les
mammifères. Il a été montré que CNK2 joue un rôle dans la différenciation des cellules
PC12 indépendamment de sa contribution lors de l’activation de la voie MAPK par le RTK
NGF (Bumeister et al., 2004). D’autre part, l’interaction de CNK avec Src42 induit la
phosphorylation de CNK et ressemble fortement à celle de Src avec CAS/Sin. CNK
pourrait être l’intégrateur des différentes voies de signalisation relayées par RAS et Src
dans le but d’induire la différenciation neuronale. En fait, l’activation de la voie MAPK
pourrait être médiée par les mécanismes que nous avons proposés dans cette étude, soit par
l’intégration des signaux RAS par la partie NT et relâcher l’effet inhibiteur du RIR suivant
la liaison de Src42 à la région Y1163. Sachant que durant la différenciation neuronale
l’activation de la voie MAPK n’est pas suffisante pour induire la croissance des axones, il
serait possible que la phosphorylation de CNK par Src puisse inciter le recrutement de
molécules à domaines SH2 impliquées dans la transmission des signaux requis pour la
formation des axones. Cette activation pourrait aussi nécessiter l’activité de RAF pour la
régulation de substrats autres que MEK. Par le fait même, C-RAF est capable de réguler la
signalisation RHO et la migration cellulaire en s’associant avec la kinase Rok-Œ, un
effecteur de RHO (Ehrenreiter et al., 2005).
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Les signaux intégrés par CNK suite à l’activation de SEV, un récepteur réputé pour
induire la différenciation du photorécepteur R7, permettraient par conséquent l’activation
des différentes voies nécessaires à une réponse spécifique. CNK pourrait par exemple
soutenir la transcription via l’activation de la voie MAPK tout en assurant la réorganisation
du cytosquelette essentielle au processus de croissance des axones. Cette potentielle voie
de signalisation Src corrobore certaines données démontrant l’interrelation de la fonction de
CNK avec plusieurs molécules impliquées dans la réorganisation du cytosqueleffe
(Bumeister et al., 2004; Jaffe et al., 2004; Jaffe et al., 2005). CNK pourrait être impliquée
dans la formation d’un complexe multiprotéique regroupant non seulement des
composantes de la voie MAPK, mais également des molécules impliquées dans la
réorganisation du cytosquelette. Chez la levure, STE5 semble faire partie d’un tel
complexe. En effet, il a été montré qu’elle pouvait interagir avec Bemi (Bud Emergence
mediator 1), une protéine d’échafaudage ayant la capacité de s’associer à des molécules
contrôlant le réarrangement polarisé de l’actine cytosquelettique suite à la stimulation d’une
phéromone (Hall, 1998; Leeuw et al., 1995; Lyons et al., 1996). La surexpression de GFP
CNK dans l’oeil est entre autres localisée le long des axones, ce qui vient supporter sa
fonction potentielle dans ces structures (Douziech et Therrien, résultats non publiés). En
sachant que la voie MAPK est essentielle pour la plasticité synaptique et que la
caractérisation de CNK chez le rat (MAGUIN) suggère sa participation dans la formation
des complexes multiprotéiques post synaptiques, il est possible de penser que CNK puisse
être impliquée dans le maintien des fonctions neuronales (Ohtakara et al., 2002; Thomas
and Huganir, 2004; Yao et al., 1999). Une étude sur la pertinence de CNK dans les
processus d’extension des axones dans l’oeil de la Drosophile pourrait être entamée afin de
caractériser ces phénomènes. L’analyse de l’allèle hypomorphique CNK&1222 (El 164K),
comportant une mutation du résidu qui suit la TyrI 163, démontre que $0 % des
photorécepteurs R7 et 15% des photorécepteurs externes sont absents (Therrien et al.,
1998). Il serait intéressant d’analyser et de déterminer si la migration neuronale dans ce
mutant est affectée. Afin d’identifier de nouvelles composantes impliquées dans la
régulation de CNK, notre laboratoire a élaboré un crible génétique basé sur la surexpression
de la partie CT dans l’oeil de la Drosophile. Le phénotype d’un oeil rugueux, associé à
l’inhibition de la différenciation neuronale, nous permettra peut-être d’identifier de
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nouvelles molécules en amont ou en aval de la voie de signaÏisation Src. Évidemment, la
caractérisation des partenaires de CNK à partir de cellules ou de tissus neuronaux
provenant de la mouche nous permettrait également de valider l’hypothèse voulant que
CNK puisse participer à la croissance des axones. En parallèle, la purification de CNK à
partir de cellules S2 au moyen de la méthode TAP couplée à une analyse d’identification de
protéines par spectrométrie de masse pourrait nous aider. Cette approche est présentement
en cours au laboratoire.
3.6. Implication potentielle de CNK dans les mécanismes du
cancer
En sachant que ta voie MAPK est souvent suractivée dans les cancers (Reddy et al.,
2003; Thompson and Lyons, 2005) et que CNK est une molécule requise positivement dans
cette voie, il est concevable de proposer que CNK puisse être impliquée dans la
carcinogenèse. À l’aide des études génétiques et biochimiques effectuées chez la
Drosophile, il serait possible de déterminer comment CNK pourrait contribuer à la
progression tumorale. L’étude de la région RIR de CNK suggère qu’elle puisse agir
comme suppresseur de tLtmeurs. En fait, il a été montré que la mutation dci RIR entraîne
une forte coopération avec RAS’12. Sa mutation, in vivo, pourrait également mener à la
suractivation de la voie MAPK et participer avec RAS (forme oncogénique) à la
transformation cellulaire. Chez les mammifères, même si peu d’études sur l’implication de
CNK dans la voie MAPK ont été réalisées, certaines d’entre elles montrent que CNK puisse
être capable d’interagir avec des molécules impliquées dans la régulation des processus
cancérigènes. Par exemple, CNK interagit avec les suppresseurs de tumeurs RASSF1A et
BAND 4.1B/DAL-1 (Differentially expressed in Adenocarcinoma of the Lung-1)
(Bumeister et al., 2004; Rabizadeh et al., 2004; 5cm et al., 2002). Une association a aussi
été observée avec les petites GTPases RAL et RHO, deux composantes qui ont la capacité
de réguler les mécanismes tumoraux (Benitah et al., 2004; Jaffe et al., 2004; Jaffe et al.,
2005; Lanigan et al., 2003; Oxford and Theodorescu, 2003).
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Même si nous ne connaissons pas encore exactement la participation de CNK au
sein de ces mécanismes, ne serait-il pas possible d’exploiter ses différents comportements
au sein de la voie MAPK à des fins thérapeutiques ? La caractérisation de CNK a permis
de mettre en lumière sa capacité de réguler la signalisation en aval de trois oncogènes
connus chez l’humain soit RAS, RAF et Src. Les propriétés positives et négatives de CNK,
identifiées chez la Drosophile, devront être analysées plus attentivement dans les cellules
humaines afin de déterminer s’il est possible de les utiliser dans le but de développer des
outils thérapeutiques permettant de contrôler la transformation cellulaire induite par ces
oncogènes. L’utilisation d’un peptide ou d’une molécule qui reproduirait l’interface de la
région RIR impliquée dans l’interaction avec RAF, par exemple, pourrait agir comme un
inhibiteur spécifique. Plusieurs inhibiteurs utilisés comme agents thérapeutiques ciblant la
structure du domaine kinase de diverses protéines ont déjà été générés (Noble et al., 2004).
La détermination de la surface d’interaction de ces composantes pourrait être approfondie
par la résolution de la structure tridimensionnelle du RIR associé à RAF. De plus,
l’interaction de HYP avec le domaine SAM de CNK pourrait être compétitionnée à Faide
d’une molécule mimant l’interface de cette association afin d’inhiber la transmission des
signaux. Cette stratégie pourrait par le fait même empêcher la fonction normale de KSR
qui a déjà été montré comme étant une molécule requise pour la transformation par RAS”2
(Lozano et al., 2003; Nguyen et al., 2002; Xing et al., 2003).
Dans un autre sens, CNK pourrait devenir une cible thérapeutique afin de réguler
négativement la voie MAPK. Sa fonction positive au sein de la voie MAPK suggère
fortement sa capacité d’inhiber cette voie de signalisation impliquée dans les cancers.
Cependant, aucune évidence ne suggère que l’ablation de CNK puisse affecter
spécifiquement les cellules tumorales et non les cellules saines. Même si CNK semble
ubiquitaire chez la Drosophile, il serait possible d’imaginer que CNK (chez l’humain)
puisse réguler de façon spécifique l’activation de la voie MAPK, dans un contexte
particulier tel que dans un tissu spécifique ou en aval d’un récepteur donné. L’inhibition de
CNK pourrait dès lors permettre de réduire spécifiquement la transformation cellulaire.




L’élaboration d’une réponse cellulaire spécifique, suite à l’activation de la voie
MAPK par les RTKs, nécessite l’orchestration précise des signaux par différentes
protéines. Entre autres, les protéines d’échafaudage participent à celle spécificité d’action
en permettant le rapprochement de différentes composantes, favorisant par le fait même la
transmission du signal. La caractérisation de CNK nous a permis de mieux comprendre sa
fonction au sein du module MAPK tout en permettant d’éclaircir la spécificité des
mécanismes d’activation de celle voie en aval des RTKs. Plus particulièrement, l’analyse
du comportement de CNK au sein de cette voie nous a permis de proposer qu’elle pouvait
relayer différents signaux dont l’un provenant de RAS et l’autre de Src, afin de réguler la
fonction de RAF. L’intégration de ces signaux a permis de proposer un modèle qui
expliquerait la relation entre RAS et Src dans les processus d’activation de la voie MAPK.
Cette étude a également permis de préciser la fonction de Src42 chez la Drosophile et
d’éclaircir son rôle au sein des mécanismes de transmission de la voie MAPK. La
caractérisation moléculaire de CNK a permis de proposer de nouvelles avenues qui
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Connector enhancer ot KSR (CNK) is a multidomain
ctmtaifling protein previously identitied as a positive
regulator of the RAS/l’vIAPK pathway in Drastiphila.
Using trnsfection ewerinients anti an RNAi-hascd
rescue assa in Drusophila S2 ceHs. we demonstrate
that CNK lias antagonistic properties with respect to
RAF activity. We show that CNK’s N-terminal region
contains twa domains ISANI and CRLC) that are
essential for RAF tunction. Unexpectedlv, sve also
report that the C-terminal region of CNK contains a
short bipartite element that strongiy inhibits RAF cat
alytic l’onction. interes(inglv. CNK’s opposite proper
tics appear ta prevent signaling leakage fmm RAF ta
MEK in the absence of upstream signais, but then
transtarnis iota a pterit RAF activator upon signal
activatit)fl. Together, these findings suggest that CNK
nol only participates in the elusive RAF activation
process, but rnight also contribiite ta the switch-like
behavior ut’ the NIAPK module.




protein kinase (ERK/MiPK) module, herein i’efetved te
as the MAPK module. is defined as a croup of three
kinases that is comprised et specific isotorrns cf the set ne!
threoninc kinase RAP, the dual-speeilicity MAPKIER K
kinase 1 MEK) and the protinc—direeted seuine/lhreonine
kinase ERKJIvIAPK. This inndulc transmils signaIs mainiy
teceived (‘rom the small GTPase RAS te conU’oJ a numher
cf critical cellular events such as pwliferation, differen
tiation artd survival 1 l’or review. seè Engtish et al., 1999).
Earlv characterization cf Ibis signatin pathway identil)ed
a simple relatinnship timone the cure cumpunents, sihere—
1w upon RAS activation, RAP is tecruiled to die plastna
membrane by RAS, which in ttlm triggers s phosphuryl
ation cascade h’om RAF te MAPK. In-depth investigations
cf each individual step. however, are now tmravelin a
surpnsingly complex process that involves additional
proleins whose respective mie is cuber partially or nut
understood (for rcvicw, sec Kolch, 2000).
RAS svas recogniced carIs on as a major player in RAF
activation. principally hy ils ahilite 10 recruit RAF tu the
plasma membrane thrnuh an interaction hetween its
eflèctor loup region antI the RAS-hiuding domain I RBD
on RAP (for tes iew, sec Avrueh e! aL. 1994). However, as
this event did net appear sufficient La activate mammalian
Rat—l in i’Iti’u, additionat moiecules svere predicted 10
participate in RAF activation. A seareh for proteins that
could bind anti modife RAF activity identihed die 14—3—3
protein lamil) as potential RAF regulators tlhr review. sec
Motrison and Cutter. 1997). These abondant proteins bind
as dimers o wide range of lalgets thwugh tOc reeugnition
of specific sequcnee motifs. sume cf which require
thrconine or serine phosphor lation for hindino (for
review. sec Tcision and Aerueh, 2002). RAF protcins
contain tWC) esolttlitmarily—consetvect 14—3—3 hinding sites;
011e suirounding phospho—serine 259 pS2SO) and the
second at phospho—serine 621 t p562 h in Raf— I (Muslin
et al., 1996). Growing evidence 10W suggests that t 4—3—3—
hinding (o thcsc sites bas opposite effects on RAF.
W1ierea 135621 occupancy scenis eritical for RAP activily
(Thorsun ci nI.. 1998: Yip-Schneider et aL. 200(0. pS259
binding correlutes with inactive RAF t Dhitlon rt aI.. 21)02;
Light et ai,, 2002), possihtv hy t’orcïng RAP te adopt an
inactive conformation and!or b)’ sequestering RAP in the
cvtoplasm. flispiacement cf 11-3-3 from p5259. an event
apparendy tricgered hy RAS-hinding and accumpanied hy
p5259 dephosphurvlation, appears tu be une cf lite cttical
evcnts leading b RAF activation. Despite ils importance,
this event dues flot tulle account for RAF activation since
mutations disrupting the p5259 site inodcsdy enhance
RAF eataivtic fonction tDhillon et aL. 2002: Light et al..
2002).
Genetic and yeast twu-hyhrid scrccns conducted over
die years have idcntified additional putative eotnponents
cf the RASJMAPK pathwaa (for review, sec Kolch 2000).
Ai. some cf these appear to modtilate RAF funetien. their
moiectilar characterizalion might unveil key aspects 10
solve at iast the mystery surrounding RAF activation. For
instance. genetic screens in Drosaplulu and
(aeoorhobciitis eh’gaos tdenti lied kinnse .supprevstn cf
Rus ILs,’), tilt evulutionarily eonserved geite encoding u
putative protein kinase strttcturally retated to RAP
tKcrnfeld et al., 1995: Sundatam and Han. 1905;
‘therrien et aL. 1995 t. Fttnctiotial sittdies teveaicct that
K5R faciihates signaliiig from RAP te MÂPK csscntialiy
h)’ its ahility to bring tucether tOc three kinases tif die
MAPK rnodtiie (for revie.ws, sec Morrison. 201)1: Rauhe
and Rapp. 2002: Roy and Therrien. 2002). Besides its
iniportunce for ct’ticicnt MEK and MAPK activation. .KSR
also appears tu control RAF activity since deplcticm of
cndogenous KSR h RNA interference tRNAi) iinpaired
RAP catuietic fonction in t)rtotiphlla 52 cclts I AttSCifltC)
et ut,. 2002). It is uncleat’, however. whethcr titis effcet
depends on KSR’s scalloldittg propeny as reeentiv
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Fig. 1. C(’K activity ii, rcc1uircd diinnoream o) RAS, but upstrcain o! KArt À! Vnlrcated v—t or ÇuSO.-treated (H RÀS’2 celis “etc tncu—
hated in tue ubseiwe c’—J ot n hie presence 1÷) of lie itidieaied dsRNA pMEK md 0MAPK )evek. as wdll as ciido3euous RAS, RAF. MER. MÀPK
sud CNK levels were asscsscd iv immunoblot aua)vsis using tue antihodie iitdicated to the t iht. ‘t he resu)ts shown bite sud thereafier arc rcpfesenta[(s e or ai cash thrcc sinhi)ur experilucrits, tRi 52 relis iv-te transfcctd with [lic )iuMAPK reporter i’onstiuct (0.3 p iitIit ilone liane I) ut iogeiher
(-H n ttit thu iutdicatcd onthiuatit,ns of 5EV”’ (f).3 tg). tiR AS’ ((3 p) or T r”’RAFe (1.2 pet constwch iiid tua dsCNK or dsu1EK RNAs
(0.5 pc. Celis werc Ivsed J (u h posl—induetion of cxptessIeu sud pMAPK tcv-)s nere detenitins’d. Protein )ev-ts nec determiiied as ndicated.
C ‘fli,ee inillittams ot protein rom plain 52 celIs or 0—4 h Disuuuuphiluu emhrvos ivere ininuumupreeipitated 1Fb using either ce—RAP or ce—CN K
antihuuduc’i.
stigocsted (Roy et cl.. 2002) or is mcdiated by another
mechanism,
Another potential RAF regulator in connecter enhancer
of KSR t CN $). u intiit idornain—contain iug prt.Rein con—
scrvcd among metazoans, which was originaiiy identificd
in a KSR-dependent netic screen in Drosophiki
(Therrien et uT, 199$). As for other bonn ide components
oU the RTKJRÀSIMAPK pathwav in I),vaophila. CXX il
rcquired for photoreceptor ccli differentiation. wing veut
iormation as weli as for imacinal dise ccli prou feralion
and/tir survieni (Therrien et ai,, 1998). Geneuc epistasis
experiments positioned CNK downstream of RAS, bio
upstream or in pataud te RAF, thereb suggesting that
CNX rnight be regulating RAf activity (Thenien et al.,
199$ t. Consistent with that possibiiity, CNK svas found to
associate with the cataitic domain cf RAF (Therrien et ai.,
199$) and ciepietion oU endogcnous CNK hv RNA1 in 52
ceils ahoiished insuiin—incluced RAF activation (Anseimo
al.. 2002). The t’oie of CNK svitii respect te RAF in
prohabiy net testticted te Drv.sophilu siitce n rat homoiog.
natned Macuin, han recently heen bond te associate with
Raf—i II rat hmm estracts (Yao et cii.. 20)))]).
Here. using n CNK-dcpendcnt MAPK activation assay
in 52 cefls comhined 10 n nove) RNAi-hased rescuc
protctcol. we show that CNN. tats hoth o positive amI u
nenatise impact on RÂF function_ We fotmd that CNK,
ihreugh two of ils N—terminai demains. intecmates RAS
sinnals te control MEK phosphorylation b) RAf. in
contras), sse fOultU ihat CNK’s ahility tu associate tvith
RAF in mcdiated hv n short bipartite element that nets as an
inhibitom of RAF cataivtic funs’tien. Finaiiy. we prescn)
evidence that tite opposite functions o) CNN. arnphl\
signalinc diffcrcncc hetween the off and on states cf n
KSRJRAF/MEK compies. which mighl contrihute 10 the
swiich-hke hehavior o)’ the MÀPK nodule. Touether.
these iittdincs idem ify CNN. as a nos ci type oU sigttai
rcguiator that speciticaii controis RAF function.
Resufts
Ta deiineate hiochemicatiy lite position cf CNN. with
respect to lite components o) the RAS/MAPK module, we
depleted cndogcnous CNN. by RNAi in u stable RAS5’t2-
exprcssing 52 ccii hne and assessed its eliect on
endmienous MEK anti MAPK activation. As shown in
Figure lA. reductien cf CNN. hy the addition of double
stranded tds) CNK RNA specilica)iv abtogated MEN. attd
MAPK activation, as t’eveaied hy lite decrease in piton
phoryiaued (activated MFK ami MArK. These rcuils
clcmonstrated that CNK in rcquircd downsttcam tif RAS
fctr actis ation of lite MAPK module. \Ve ncxt examined
dte effect oU renlovhtg CNK on activaied RAF-induceci
MAPK activation, Compared ta the activated receptor
tyrosmne kinase Seveniess (Sevtt I) or RAS5 , whtch clid
mit activatc MAPK upon CNK or MEK depietten
(figure 1H. lanes 3, 4. 6 tmd 7), activated RAF
(‘I’ertRAFc) was sOU folk’ capable oU activating
MAPK tupon CNK depletiott, but flot wheo MEK was
ehminaled ufigttt’e lB. lanes 9 and 101, Together. these
resuits strongiy suggesi that CNK in acting hetween RAS
amI RAF.
Ovct’expressictn of CNK han been found prcviously tI!
associate with endogenotis RAF in S2 ceNs. furthennore.




























intclact ditectlv sith ihe catalytic domain of RAF
(Tlierrien et aL. Ï9)St. To deimustrate Ibid n CNKIRAf
complex does exist in t’ita, sac immunopreeipitalecl plain
S2 ccli or Dmsophllti emhryo extracis using either anti
RAF or imti—CNK antihodies and prohed immunoblots
with cither antibodies tt) look for co—immunoprecipitation.
As shown in Fiure I C. the anti—RAf anttbod les brotiiht
down endi enous CNK t— O. of total NP—40—sottihlc
CNK) anti. ikewise. the anti-CNK monoclonal antihody
cct-immunoprccipitatecl endogenous RAF t—5 of total
NP—40—sttlubtc RAF) in bath S2 eclis nncl embrvos. These
rcsctlts thus deinonstrate the existence of n CNKJRAF
coinplex in t-ii-o. Together with the fact that CNK aetivitv
appears to be reqtured upstream of RAF, diese lindings
strongly suggest that CXX directiy regulates RAF func
tion.
CNK lias opposite effects on RAP function
b characterite the moiecular cvcnt(s) within the RAS/
Is-1’sPK paihwav that is/are regitlated bv CNK aetivily. sac
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exutession les-eus. The RAS prriteitts acre tuai tagtud irai thaï acre ntottitored ttsing an antm-flisi.soplti/ct RAS nionocionai antibody, ishich utiso
detccted anrtoenritts RAS mis scan in turnes I muid 2. (Et S2 relIs acre tnrnsfertad using ha inrircuticd criinhiitatiruns of 6aMÀPK (t) (t ne,. biP AS’ 2
((.25 pua. attd wiid—tvpe or ttiutattt NT cottstruets (0.15 pg). Tlte ttrutated SAM dottiain tSAMtttut luira mIta ri antino acid change itt cons-rasait residues
arniitoacids W i7S and li 55) that are croirai frit structural iniegrity (Stapietoit e: tri.. i5t(tP(. hit ttnciear reasotta. tItis NT—CNN rnrtlattt ntigrates
çtiffetenttv fiaiti lite aliter Nt Consiruels liane 11. ‘aVe hue getterateit utitrititer ittutatti scrsttitt tif ttte SAM domaiir 11.71 Nt. s-s tuiclt changes ait atittort
wid s-bruts ii tir ha catirai or dititer hrrtttatiott of tIc EptrM receptor SAM dritttatn, but diici flirt alipear 10 alter tic s-tructltrrti itutegrtty ot tite diruttajit
tStïpietrttt et rtf. 1909). Titis itrtttated SAN) Irutitaiti t NT1-°”—CNK t tttiturates nrtrttra1i. titi! liSe lite SAM” O*tti5 ttttttmtttt. ii rtoei tInt craiperale ii 1h
RAS’ data not titan-n t. NTt 4- bas three tnttttrr ciii datation t Al (r2—Fi lfil—R t (.4) in lIte CRIC region simiiar tri lite mutation found n t
Drrrrrrjilri!u cttk Ioss—utf—frtnctirin mUleta (Therrieit i-r aS, t 99)0. Finally. NTm’tO* haï mt tait atttltiri uni) chatoie rOI 17S titi! Pli 55) in Itigltiv cons-cricri
tesidtie* trf thc PDZ dcitttaiuis )Prrttting r-r rai.. i997t.
5070
VAntgonistic effects of CNK on RAF function
exarnined whether forced expression or CNK could
inodtilate MAPK activation in $2 ceils. For this purpose.
we uscd three Flue epi(opetagged CNK construcis
(Figctre 2A). natnely, fuII-length (fL), N—terminal (Nfl
and C—tenninal (CI) that (md previottsly heen shown to
modulute RAS’2—mediatec1 siunaline in die developing
Drosophila eye (Thcrricn et cii., (999).
We assaved for MAPK activation 1w monitorinO (lie
phosphorhued les cli of HA-tagged MAPK as performed
above for endoeenous MAPK. When expressed aTone,
noue of die CNK conhtructs elevated phospho-MÂPK
pMAPK) levels (data flot sbown and Fiaurc 21), lune 2 for
NT.-CNK(. Howevcr. cotnpared to HA-Éagned RAS’°
expressed alone (Figure 2B, lune 2). tu-expression of fL—
CNK and CT—C’NK inhibited MAPK activation
(Figure 2B. laites 3 and 5. respectivelyt, whcreas NT—
CNK stimulated MAPK activation (fjure 2B, lane 4).
Therefore, these re.sults indicate thut forced expression of
CNK affects RAS-mediated MAPK actii ation and alto
suggest that CNK comprises both posititelv— and negro
tively-acting regions.
Recause CNK appcars ta lie required hetween RAS anti
RÀF (Figure I R), we reasoned that the opposite effects of
CNK could lie due tu u modttlation ef RAI— function, Tu
investigate this possihi Iity, ive cxamiiied die ahuIit of FL—
CNK and NT—CNK te alter MAPK activation induced hy
activated RAF or aciivated MEK (;nvc-tagged MEK20). 1f
FL—CNK hlocked u positive step upsiream of RAF. there
should lie no effet on MAPK activation induced hy
activated fonits of RAF or MI-K. in contrait, if CNK
h1ockd n stcl) downstrearn of RAI-. ii should either inhihut
RAF or both RAF and MI-K activities depending on die
position of the inltihitory evenL Strikingly. we fotrnd that
FL—CNK tlike CT-CNK. data net shewn), complete(y
prevented MAPK activation induced liv activated RAI-
Figure 2C, lune 3). but flot 1w activuted MI-K (lune 6( Ithe
apparent slight positise effect of fL—CNK on pMAPK
levels iudttced hy MEK (lune 6) stas not reproducible].
These resttlts ttterefore indicate tltat Ihe negative influence
of CNK occurs ut a step heteen RAF and MI-K. We
applied the saine (agie te position the positive effect of
NT—CNK and concludcd that NT—CNK exerts its positive
effect itt u R.AS-depeodent nmnner hetwecn RAS and RAF
as NT—CNK ivas inert on its owo and did not cooperate
with either activated RAF or MI-K (Figure 2C. lunes 4 md
7, tespeCtIVely).
Themen oral. (l’)99 previously reportcd that NT—CNK
coopcrated in 11w DiïsophiÏn eve flot only with RASv t 2,
but alto ivitti RAS\’n. winch is u RAS cffector Ioop
mutant tian has u much reduccd capacity tu tend signaIs
(hrough (lie MAPK pathway owine to its itnpaired
association with RAF (White et ai, 1995). They concluded
that either NT—CNK augments RAS signaling through n
RAS5 ‘7—dependcnt. but MAPK-indepcndent pathway
or that, if NT—CNK fonctions betwecn RAS amI RAI-, ii
cotild rcscue or compensate te sortie ettent (lie defect
cattsed hy titis particular etÏèctor loup mutation thereby
pennitting RAF activation. Ta disungtush between these
possihulities, we co-espressed NT—CNK with RASvI2 or
the three RAS effector loup mutations that laid hecn tested.
Thesc included RAS’ t2S3i which ntcracts nortnzillv with
RAf, aitd RASv2ci37 and RASv 2C o hich tif) longer
interact with RAF (data tant shown). As showu iti
Figure 2D. NT-CNK strongly augmented pMAPK levels
induced by cithcr RAS’ 2 or RASV 2535 (lunes 3—6) and
sttrprisingly. it alto allowed RAS’1 which is inert on
itt ewn, ta activate MAI-K (cempare Taries 7 and S). These
data therefote suggesi dat NT—CNK eserts its effect not
through ait alternate patliway, but laraely within the RASl
MAI-K pathwav. Thc fact dat NT—CNK appears tu
compensate tu sottie extcnt die inabilitv of RASvt2c tu
acdvate MAI-K, but net fer RASi’t (Figure 21).
compare lattes 9 and It)). indicares that dicte tWO edector
ieop Intitulions are not eqttivalenr ivith respect tu their
defect in activating RAF.
NT—CNK comprises threc conserved regions (SANI,
CRiC and PDZ demains: Figtire 2M. Tu dctcnnine which
of dicte is reqoired for the positise effect cf NT—CNK on
the MARK module. we tested the acrivi(v cf NT—CNK
mutant cotistructs affecting cadi ciomain individually.
When eo—expressed with RAS\!t2, tic inntated SAM atid
CRIC domain variants failcd tu cooperate with RAS
(figure 2E, lunes 4 and 5). In contrast. the PDZ domain
mtttattt still retained activity (Figure 2E. lune 6). These
resttlts dus indieated Oint tic SAM rand CRiC demains are
ciitical fer the ahilitv of NT—CNK ta stimulate MAI-K
activation 1w RAS. Since di CRIC mutation used in dis
assav corresponds tu die (esion found in n cnk loss—of—
(tinctien allele (Therrien et cil.. 1998, it strongly suggests
that eur assay tnimics a genuine furictional propcrty of
C’NK (sec helowt.
Twa short amino acid sequences in CNK define a
‘RAF-inhibitory region’ that blacks MEK
phasphorytation by RAF
lnterestingly, in addition te itt positive roTe on ttte MAPK
rnodttle. CNK cnn block RAS- or RAF-dependent MAI-K
activation t Figure 21 We investigated diii propetly by first
toapping the regiotitti of CNK lut hris a negative
itifluence oit the tnithtvay. We generatcd i senti ut C—
terminai deletions of CNK Figure 2M and tested thein
abilitv ta irthibit RAS-dependent MAPK activation. As
I-L—CNK. tic tint deletion construct (NTt27I_CNK( alto
hlnckcd RAS’ 2 activiiy (Figttre 3A. lune 4). In contrast
ami similar tu NT—CNK, two other deletion constructs
NT059— and NT1’5’1—CNK) no longer inhihited. but instead
cooperatcd with RASi’ (Figure 3A, Trines 5—7). Thcse
tInta indicated tint the C—terntinal bottndary of an
inhihitery region. hereafter called RAF-inhihiterv region
(RIR). lies hewccn amino acid position (95f) und 1271.
I-mer deletiim constructs were then siinilarlv tested. which
positioncd the RIR to n short aica oC —40 amino acids
between positions (((59 and Il 00 (sec Sopplei;ientary
figure S I. available ut l7re EMBO ,Iournai Oriline t.
As CNK associates with RAF. it cottld lie responsible
for the negative cffect ofCNK. î’o address tus possihtlity,
oc mrtppcd the RAI- hincting sitets) on CNK tu determinc
wiether it corresponds le the KIR. CT—CNK, but flot NT—
CNK. svas previously fotiitd tf) interact with RAf
(Therrien et iii., 1998j. We fRst tested whether we cottld
reproduce dicte findings using a transient expression
assay. A polyoma (pyo) epitepe-tagged RAI- censtrtlct ivas
co-expressed with either fL—. NT— un CT—CNK in 52
cdli. Cdl lvsates ocre immonopreciprtated usina an anti—
pr) antibud3 and co—immunoprccipitatcd CNK vaniants
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aotibodv. As sbown in Figure 31-i t ianes 2—4 t. FL— and
CT—CNK. but flot NT—CNK. associated wiilt RAF t—25%
cf RAF is tcssociatcci with fL—CNK. and —50% cf FL—
CNK is associatcd cuit RAF n these conditions). Two C
terminal deletions of (‘T—CNK ((‘T-I md (‘T-2,
Fiure 2A) were aise tnciuded in that experiment. CI-1,
which ended et position 1271, stiil hound Le RAF, whereas
CI—2. which ended et position 1059. no longer interacted
(Figure 3B. Iancs 5 and 6). These rcsults thus placed lite C
tentiinal border of the RAF—hinding region. hcreafter
eallcd the RAF—interacting motif (RIMI. in ihc 1059—1271
nttetvai. lite fluer C— and N—ten ittai troncations uscd
above ta tnap the R.JR werc then used to delineate tttote
aecurateiy lite Rilsi. Titis anaiysis showed that sequences
in the 1059—1077 interval arc critictil for RAF binding (sec
Supplcmcntarv figure 52). Finaliv, we narrowed down the
RIM ta a nine amino acid stretch (positions 065—1073) hy
testing ior RAF interaction, e series cf ‘alanine scanning’
mutants cithin the 1059—1077 intervtii tMI—M6.
Figure 3C coU Et. Together. our data thus resealed that
lite RIM is pan cf cite RIR, which strongiy suggests that
lite binding cf RAF bv CNK is rcsponsihie f& thc
inhihitorv cffcct 0f CNK. in support of titis conclusion. thc
thrcc point mutations t M3—M5 chat impedcd R AF binding
tFigure 3Ct aise abrogated the inhihitory effeci of CNK
(data net shown itoU sec bciow).
Our mapping data showed that lite RIR comprises
additionai sequences after lite C—terminai enci cf the RIM
tFigure 3E). Titis indicated that other scqucnccs that arc
ont required for RAF interaction have ait inhihittwy cffect
on RAS sigttahng. To detine more preciseiy the position of
these sequences, ce testcd e set cf alanine scanning
mutants withiit [he 1077—1100 intervai tM7—M 12,
Figure 3E) itoU fociod chat mutants M7—M il rcheved thc
inhihitoiy cffect ci CNK (Figure 3D) but, as cxpectcd. did
flot prevent RAF hinding (data not shown coU sec heiow).
These resuits therefore conhrmed [bat lite R1R contains al
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Fig. 3. Faucituna] mapping cf flic RIR on CNK, t At 62 cclii weia’ transfcctcd mut [6e indicaied combinadons cf 6aMAFK 0 6 mt, haRASV(0.25 (1g). PC and NT constructs (O. l—É pp). Cett tysatci nere prcpated 16h poil-induction cf cipresiion. (Bi 62 celts were transfecled with the mdi
caled citinhinaticins cf pioRAF (t).? ig). FL sud CT cinstruets (t—16 pg) md NT construct (0.06 ppl. Cctls ccrc tysed 36tu pttst-mducttn. For these
expeotncne md betow. p itRAF wls inlmlmiiprecipi ttcd t tP) froin ctÉ tvstc using the f*- P-’ auitihod inC co—imntunoprccipitaied CNK t’ teins
were detected usine 16e -t-1ag antihodv. C 62 cclii ivere transteeted mat 6e mdicaied cu’mhunitlions cl puokAt- tu.? pg unit CI ciunOrttcts
t S ici t) S lIs nu n tu t t C w t) the mdi .it il ci tiihiitai n othiM sPk )tt t (1 t tttRAS’ (O Ls 1iJ NT n ru t (t)) u t t! Aunno
aeid climparIlout cf the t)isoihilci II). sa/i CNK ROt ipos. 1022—I (ta) tut 0m equivatent tegliin o) Il. çainl’ùw 1.-t. giutt) CNK. Identicat sud conservcd
restitues are in black sut gies buses. especlivety. Positions cf [tic 1ltan)ne—scauniltg untttatilifls t\t l—61121 aie depicted ii a soliit tue os et tIre amtncu
acid SCI1UCIIC*. Miutufliat itilliltu soC settutulcO for lie RIM and lite 16 arc atsc tuiulitigtited h a otid lute ci et ilW relevant tues Altttctueti equences
mitttin die 1(122—1(159 iniervat ako uippear W participuite in RAF—binding tSupptenientarv (Bure S20r these SIC tut esseutiat.
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with RAF and an udlacent inhihitoiy sequence (fS). which
is reqtiired along wit]t Oie RIM tc inhihit signal transmis
sion within the MAPK module.
b vcrily whethcr the t o netnitive elemcnts (RIM and
15) also functioned aecordiiti.tlv in full—length CNK. ve
introdueed the M4 mutation (affects (lie RIM) or the M I I
mutation affects Éhe IS) in FL—CNK and examined their
behavior with respect tu RAS—iiiduced MAPK activation
and RAF-hinding. Compared to FL—CNK (Figure 4A. lune
3). fL1’”’’—CNK and FLbuRt ‘‘—CNK no longer
inhihited MAPK activation, but instead stmnglv coop—
eraled with RAS”2 (lunes 4 and 5). Furthermore, u doub]e
—CNK mutant cooperated 10 the same extent
as either single mutants t lune 6), thtis indicating that the
two eleinents aie co-required for Ihe negative effeci. As for
NT—CNK (Figure 2), the ability of tiiose mutants tu
cooperate with RAS appears to depend on Oie N—termina]
(lomains of CNK as u double minant ersion that affects
both thc SAM domain iiid the RIR harcl coopcralecl with
RAS’ 2 Figure 4A, laite 7). We next exainined tue ahility
ut’ the M4 and M li mutants tu associate with RAF. As
preclictcd, F[Yu<04_CNK no longer intcracted with RAF
Figtire 413, lune 3). hereas Fl.}<(Mhl —CNK interacied
itormallv with RAF (laite 4 t. thus conhonino that only the
RIM is essential for RAF—hinding. Taken togcther, thcse
results demonstrate that the RIM and 15 elements, which
constitute lite RIR, arc jointly requircd and suffieient ki
esplain tue inhibito,—y eltcct of CNK on the MAPK
module.
Finallv, tu deterniine whether the R1R fonctions
autonoinously. we ftised il t position I 059— 1100) tu the
C—terminal cml of GFP (GFP—RIR) and examined whether
titis svas sufficient tu trimspnse CNK’s negative effcct on
GFP, As showri in Figure 4C, GFP—RIR stmitglv inhihited
RAS-induced MAPK activation (lune 4t. whercas GFP
a]one dune 3) ortwo inactivated sersions (lunes 5 and ô of
the RIR (RIRM1 or PIR”’’) did not affect MAPK
activation, These resu]ts therefore indicate that 10e R1R
acts as ait indcpendent negative tinit.
77w RIR cf CNK antagonizes RAS signaling during
eye development
We wanted In dctermine whether tOc RIR of CNK also
negativele intlucnced RAS signuling during i)rosojrhilu
eye de elopmem. Intriguingly. in contrast tu the data
presented above, previotis work sttowed thal FL—CNK
cooperaled with RAS’’2 in the Oro.sophila eye (‘[herrien
et al., 1995). We found, however. tOut this cooperation
greatlx dependcd on 1..\5Vt2 signaling strength as s’e]l as
FL—CNK c.’prcssion levcls. that is, FL—CNK inlufdtcd
RAS’ 2 plienotvpe whcn a weaker RAS”’2 lioc tuas tised
tsee below) or when FL—CNK leucls were increased tduta
not shownt. Nonetheless. tOc abilite of FL—CNK tu
cooperate with RAS’ 1 in tOc developing eye. a phenom
CnOfl nui detectahle in S2 cells hy simply cu-cxprcssing
varions amounts of either protcin. suggest.s tOut 52 cetls
rnight 0e mising u critical signal and/or factur. Although
not mutually exclusive. another possibilïty is that Ihere isa
close relationship hetween tOc amount of activated RAS
molecules and avui(ab]e N—terminal doinains tOut tiltim—
ately determine RAF activation lcvel. At Iow doses of
RAS activity. cndogenous CNK lcucls are prohabty tiot
limiting and tOus can fully inediate RAS signaIs for
optimal RAF activation. Conseqtientlv. increasing CXX
+
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Fig. 4. The fle5utiue effeci of CNK ntedi,tted h ovo co—requiied eletiienl. tA) 52 eeH ‘t etc r2nstrcIed ttiih the jn,t)çaled m)inait’tfl% of
SaMAP}< 0.3 ICI. httRAS’ (0.4 art und FI. 0.5—0.8 02) constructt. ‘fl( S2 ceitt ‘.tete tintIected n uS ttie jlIdiOIted OtfltttifltIIi1lTl ut tu tRAF
0.7 ur and )‘L—-CNK 15 tir) rvIlstructs (C) 52 ccitt ivere iranujecteti n )i)i 15e utdieatc-d cuniSinations ut SuMAF’K (t).3 (te). 5.,\5t (((-2 (te I anti




1e ets in huIt eontext is ontv pinvidino acici io:il RI R
sequences ihat in tuat bloek siinal lrinsmission. In
eontrast. when high lev cix of RAS achivity are provided.
enclogenous CNK leveis are probably limiting anti thus
could flot fuily transmit availabte RAS signais ta RAF.
Ani[iciaiiv increasing CNK levels in ihat contexi xouId
proside missing CNK moiecules, therehy generating
greater RAF activitv.
Tu delermine sshether the RIR had any inhihitorv effect
on RAS’ 2 signaling in iiio, we eumpared the ability of
FL—CNK or a CNK transgene with no RIM tFL”1—
CNK) to modulate RAS’ 12 effects in die deecioping
Drosophilu eye. Wc crossed transgenic flics Cxpressing the
FL—CNK constructs to a strong RAS’ tlansgcnie une
(named CR2: Maixner et al.. 10981. As ohserxed previ
ously, FL—CNK eooperated with RAS”12 <data not
shown). Strikingiv. howeser. eu-expression of Ft.&°1—
CNK ami RAS”’2 resuiled in u coniptete synthetic lethalit)
ut the pupai stage with pupac pt’esenting highly disorga
nizcd c’e tisstlCS (data flot shown. This phenomennn
prohahl i’esuited fmm a particuiarly strong cooperation
hetsscejt RASv anti FLA51’1—CNK. Given that both
constrtlcts are prohahiy cxpressed in Ios levels in tissues
&thcr than the cyc. die ohscrvcd iethiiitv ix likely a
censequence ef detrimenhai MAPK actisation in tissues
rectuired klr viahiiilv. Ta eirct,m\eflt this probiem. sse
eressed the CNK traflsgenic hues le u weaker RAS”t2 hne
(CRI: Maisner et aL. 199$). As expected. instead cf
ctlnperatlng with RAS’ 12, FI.—CNK siigtitly stippresseti
lite CRI rc’ugh eye phenutype (compare Figure 53 anti C).
To coniirm titis. we determined die average number ut R7
cclix per ommatidium for cach genotype as u read—uut for
RAS/MAPK signahng (Fertitti et al., 1092). The eye
section resuits are summarited al the hottom ofeach SEM
tFigures SA—D). As shown in Figure 53. CR1 had an
average of 1.9 R7 cclix per ommatidium. Cc-expression of
FL—CNK reduced this nUmber 1° 1.2 (Figure 5C). which
confirmeti Its abilitv ta suppress RAS’ 12 in this contCxt. In
Contrast tO FL—CNK. hie FI .A5151CNK Constttict coop
crated ssith RAS’ 2 as 113e eves were rouher than the CRI
parents and the average number cf R7 ccli per ommati—
dium increased ci 2.7 (Figure 5D). Therelore. as in 82
cclix. the RIR has a negatise effect on RAS signating
during eve devetopinent. Identical resuhs tising 113e (‘RI
anti CR2 unes ssere obtained with CNK unes that hud u
mutated 18 element G.Laherge anti M.Therrien, unpuh
lished resuhsj. Furthe,ynore. and iniportantlv. we found
that 12e ARIM or 15 mutant construets ssere tIS competent
as wild—type CNK at rescuing the ietltalitv cf v’nk nuil
alleles tdata flot shown). ihus stronly suggesting that the
RÏR does not nuturaIiy function as a positive element (sec
heiow).
An RNAi-based rescue assay unco vers CNK’s
natural opposite effects on the MAPK module
The finding that CNK has u negative inipact OH (lie RASI
IvtAPK pathv. iy 15 inlriguing givrai tue tact thut CNK bas
heen originaily detmned as u positive co,nponent for this
pathwav. Otie possihihity ta explain cuir resuits would he
that CNK functions as u scatfotd 1w bringing together,
ttwough indcpendent associations. et icast two signaling
proleins. Therefore. as previously describcd for u hypo
thcticah scai’ftdd (Burack and Shass. 100t)). overexpression
of CNK might uncoupie proteins that normall reqtnre
physical juxtaposition, thet’ebv abi’egating signal trans
n2isston.According if) Ihat model. the RIR n3ight normallv
be requircd far higher cruler assentbiy cf the RAS/MAPK
module and thus for optimal signai transmission.
Tu asscss unamhiguouslv 112e naturai effeci cf 111e RIR
on the MAPK pathway. ils actis it) needs to he rnoititored
itt non-overexpressed conditions. To that end. we des iscd
u novel RNAi-hased strategy in 52 cells that ahloweti us ta
depkle endogentitis CNK lesels and W restore 113cm wtth
ewgenous. but non—targcrahie (‘NK lransc’ripts The
abitity tu rescue u CNK knock—down phenotypc. sttch as
u MAPK actis ation defect. would indicate that relutis civ
nunnai levels ofexogenous CNK hase heen reached. Titis
approach couId titen serve as u simple assay ta evaluate the
cfl’cct of specific CNK mutants in rcbativeiy normal
stoichionsetric conditions. To speciiicuily remove endo
gcllous CNK. sse uscd e dsCNK RNA fdsCNKi’t’h)
encotupassing esclusis eiy CNK’ s 3’UTR sequences
(Figure 6A, sshich t’educed endogenouis CNK levels hy
>90Ç’ ufter 4 dues cf culture (data tint shown). Cenverseiv,
W obtain dsCNK1’UTR_tcsistunt CNK transcripts. we
rcplaccd the natural 3’UTR sequcnces in the Ft_—CNK
cimst,’uct h those ut the Dvsophila ahal,ol dchvdisgeit




Fitt. 5. C’\ K’ RIR dnt,lCOnhtes R’\S s(gnahing hI i’li tA—I) Sc.nniiig elLetroli nlierc’Cr.lptn of ,att,tI Dr,’i’1’hibi ‘The eeemvpe are iiitti’iled
on the lillre. 0 vetJ s’. tti serrure niimber ut’ Ri relIs per ommulidiun, SOt. n denotes the number ut ,‘mm,,l dia an,,t ett arid livre ryrs etc
seuls ,i per eenoivpe. A t test uppt(ed n the di(fei’ence (n turati usiuber ni’ R7 etl’./omtuatid,uiii bel streit 111e CRI ami t2R I !sE.FL—CNK ‘eni t’. pes
or 16e CRt sud CRtJE.FLA°’.LCNK genotspes con(tntted their statistical siitIlilleance: P = 0,Ot5 sud 0.036. rcspectivelv.
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3’ADI-Tt were insensitis e to tue dsCNK’°”1 RNA tsee
Figure fiA: and data flot shown.
Consistent with its ahiliv to reduce endo2enous CNK
levels. dsCNKS’TR RNA decreased RAS-induced MAPK
activation (fiiure 6B. compare nues 2 and 31. We then
determincd whether introduction of n wild—type CNK—
3’A.DH (CNKT 3’ADFO conslruct. would rescue MAP.K
activation under ihose conditions. Given ibat CNK O CÏ—
expression leads to an inhibition ef RAS—induced MAPK
actit ation (Figure 2). we conducied parallel co-transfcc
tions using n spectrum of phtsmid qiLantities to nanew
detvn optimal rcscuinn amounts. Strikingly. flot only did
this approach restore MAPK ctivalion. but it also
rcvcaled o dnsc—ctependent re.scue profile ideutifving
reproducihle sub—eptitnal (0,1—1 ng). optimal (2—10 ïtgi
and inhïbitory (>2<) lg) doses of ptasmicls (figure 6B. WT
panel; attd data nut sttowu). le detetinine whether this
assa faithfultv ideitti fies CNK regions that are fonction—
atly relevant wiih respect to RAS—mectiated MAPK
activation. tsc tested the effect of nutations atfecting the
SAM. CRIC and PDZ demains. respectively. Consistent
with their implication in the cooperation observed above
hctween NT•••CNK and RAS’ (Figure 2E). sve found that
CNKt\Mhuidi3’ADH and CNKurii.YADH hehave us
loss—of—functions, whercas CNKPuuu1_3’ADH is as tom—
pctent iLS wild—type CNK in restoring MAPK activation
Fisure 613). The inahi t tv of the CRIC mutation to rescue
MAPK activation iii consistent with ils plesous identifi
cation as u rnk Ioss—of—Iunction altele (Thenicn er cil.,
t998 1, therchv providing competlmg evidence that this
assav eau identifv houa hdc functional domains/elements.
In addition, these resulis indicate that the SAM domain is
genuinely required for RÀS—itidueed MAPK activation.
whereas the PDZ domain is flot involved.
Next. we tested the ahilitv of mutatiotis affect ing the
RIR b rescue MAPK activation. If’the RIR nonnally basa
positive tunction, ils disrupticm should attenuate or




























Fig. 6. CNK ha inurat autngonisrw cttcc on tuil Lrinsmksion Lhwugh 16e ?itAPK module lAi Dimm1zrutmi repreSetiLin Lime straw y ued u depiete
endogenuu CNK 6v t,LrgeI in ils 3’UTR sequences. CNK rescue’ (s chicm cd 6v colr.mn0ecm 11g u CK cunstrucI codai ong tic AI)) t3’UTtt
sequences. lIme speciflcii 0m the CSK 3’LIR tIsRNA cunipared tu u d5RNA argeting (‘NK’s peu re,mding rrarne LORI-i iv shimnn on 16e right:
FL—CNK (0.4 ne) or FL—CNK—3’ADH 0.4 mui ei,tIslnIcis werc iraistecicit in S2 celis atong ciller CNKs 3’tJTR or ORF kRXAs (0.5 (W). Cdlv
were k vemi 36 h pot-induction. lit S? cdlv were transtecieci n 6h 16e incticacd eunihmntiions if 1iaMAPK (0.3 pgi. haRAS 0.125 )tg(. OvCNK5’°
RNA (20 tipi and Ihe iidicaled modus ut 1)1* CNK—3’ADH vmrI.uimts. Cdlv ocre lsved 4 utays tis_nuducium ut esprevviuun. Acikated MAPK tevels
deecLCd iX.pNIAPK1 sue)! ai Ihose tir ImaNtAPK. haRAS’ .ind CNK—3’UTR itiants (mut shuuisii(. (Ci S) ectis nec tr.utfecled wimh Lime
indicaed coruhinamiuns ut mvcfvttjk” (11.3 <mg). tuyoRAtm (1)03 pcI. KSR 0.1 <mc I, RAS’ 1 (lI 6 <tu tittd tl—CNK vatiini t t (mcl CoflsttiiClmi. Cetk
wee lysaI 36 h p&ust—induction if espiessiori.
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ut doses optimal for WT CNK. Markediy. lite three tesled
RIR mutants (M4. Ml] or M4IM li) did flot hehave as
ioss-of-funciion. but rather as gainof-functioit aileles
(Figure 6B). Therefore. these resuits demonstrale that the
R]R Unes not provide a positive input, but funetions as u
truc inhibitorv module.
CNK’s RIR prevents ‘signallng leakage’ within the
KSR/RAf/MEK cmplex
A model 10 explain the t\o opposite roles of CNK would
he litaI they take place itt differeni limes. For e’ampie, the
negative function couid he rcquired prior tO signal
activation tu prevent RAS—independent MEX activation
by RAF. We previously reportcd that overexpressiun uf
KSR. RAF and MEK in 52 ceils inclticed an associalion
hetwcen RAF and MER. thieh also resulted in n
sienificani activation of MER (Roy et al.. 2002).
Aithougit RAS activitv euttid increase further MER
activation. it did nut appear tu he criticai for either KSR/
RAfIMEK cumplex funnation or MER activation. We
thus concluded that uverexpression of KSR. RAf and
ÎvIEK mighl bvpass natural repressive mechanisiNs) that
are essettial to prevent sigoaling in the absence of
upsiream signais. Given [bat CNK’s negativc
scems tu affect precisel the RAF/MEK step, wc esamincd
whether CNK could alte;mate KSR—induced ltIEK acti—
sation hv RAF.
As previouslv reported tRov cia!.. 2002). co-expression
of KSR wilh pvoRAF and kinase-inactivated rnycMEK
(mycMEK°5. tesuited in MER activation t Figure 6C,
lune 2). which cuuld hc furthcr enhanced 1w cn-cxprcssing
RASt2 3). However, co—cxprcssiun of FL—CNK
along wilh KSR., RAF and MER strongiy bioeked RAS
independent MEK activation (compare ianes 2 and 4). Tu
cletennine whether lite RIR was responsibie for tins effect.
we tcstcd Oie FLCNK5t5’° mutant in simiiar cunditinns.
As shown in lune 6. this mutation ohlilemtcd the repressive
effcct uf CNK. Similar results were ebtained with either
lite RIR31° or RiR”’t’ I mutaliotis (data not shown).
lntercstingiy, when RAS’ was introduced in lite pres—
ence of FL—CNK, RAS activity counteracted much uf 11w
inhihitury effect (compare lunes 4 und 5), presumahly
tnsing to the ahiiilv of the N—terminai portion of CNK to
cuoperate with activated RAS. Consistent with that
possibilitu. FLCNKvslm1 was far iess actise titan wild—
type FL-CNK (compare lattes i attd 9t. Takco logether,
these resuits are consistent with a moUd whcrehy CNK
prcvenls signai transmission hetween RAF and MER
within a KSR/RÀFJMEK. complcs in the absence of a
signai, but Ihen facilitates sigttal ino ttpon upstrearn
actis ation_ thus increusing signiticantly [he signal—tu—
noise ratio cf titis signahng ccmplex.
Discussion
CNK was origittaiiy identi lied as u positive component of
RAS/MAPK—mediated signahng in Divwphile. ht this
paper. we provide es dettce that lite primat) role cf CNK
in tIse RAS/MAPK module is tn rcguiate RAP functi’ctn.
Unexpectcdiy. in additiun to its eriticai mie for RAP
uctivitv, WC alsc) futmd Ihat CNK ncgatively controls
RAFs ability te phosphorylale MER.
Three unes cf evidettce support tite daim thai CNK is
essentiai for RAP activity. first, depletion of ettdogenous
CNK prevented MAPK activation 1w RAS’12, but net (iv
aetivated RAP (Figure t B. SecondÏy. NT—CNK coup
crated ‘silh RASvI2 to activale MAPK (or MER; data nol
shownj, but not with activated RAP (Fieure 28 and C).
Titis result ttut ontv places CNK’s positive eflèct hetween
RAS and PAF. but il alsct suggests litai titis aCCivitv is
RAS-dependetit. Finaiiy. NT—CNK tsncued MAPK acti
vation by RAS’12°° (Figure 2D). Titis [ioding is sttiking
as it provides strong evidence that CNK futtctiots is
intimutely linked tu) the RAF activation rnechattism. As fur
mammuhan RAS White et al., 1995 t. Drosophile RAS
037 or Ci0 efk’ctur mutanls no longer interact with
Drosophila RAP (data itot shown). Since oniy lite 037
mulani is rescued (iv NT--CNK ce-expression ta RAP
ciependent event; data 1101 shownt, it suamiests that it is
either a weak htss—of—functioim with respccl lu RAP hinding
and/ur titat it retained aitotiier essential function tiu bas
heen iost hy the C40 mutant. Tue 037 mutatil may thus
prove useful tu eiucidate the roie cf CNK in RAF
activation.
We have mapped CNK’ s itthibutoiy function te a 30
aminci aeid region named the RIR (sec ahove). This region
comprises al icast two distinct. htit co—reqcnred negative
elemenis: lite R1M and the 15 elemuents (figure 3E) ihat
ftmtictioit logethet as an inhibimory unit (figure 4A).
Although ils mechanism ut action is unknown. lite RIR
appeams to biock signai trutismission front RAF Ici MER
(Figures 2C and (iCi thruugh an association between the
kiM and the RAP eatalytic domain. Indecd. an isoluted
RAP calalytic domain or thc ‘I’orso—RAF catalytic domaijt
fusion prolein (Tor”12LRAFc) have heen fotcnd 10 associ—
ate with CNK (Therrien et aL. I 998 and data not showo).
The association appears te 1w direct as h is cletectahie
using cm veast Iwo—hyhrid ilttcraction assay (M.Lefrançois
and M.Therricn. unpcmhlished rcsults). The roie cf the ]S
element is unknuwn. h is not rcquired fur RAF binding.
html h is esscmttial for tite inhihitorv effect of the RIR
(Figure 4t. interestinglv. since unly a calaiyticaliv com
pètent RAF kinase domain associates with CNK iciala nul
shuwnt. il is possible Ihat tise RIR wurks as cm RAP
pseodosubstrate tu ccmtrol MEK phosphorylation.
What couid be tise purpuse of CNK’s himedal effeet?
Several scettaries cnn be envisioned to expiain otir data
and two nE these are presettted here. in quiescent ceils,
CNK could lunetien together with 14-3-3 in prevcnting
signai-independent MEK aclivation 1w PAF. Titis nega
tive 101e mtiight be important 10 ensure that nu signai ienks
titi ough priur tu gencmine upstream actii ation. which
othenvise nmight be sufticient tu initiate n bioiogical
respottse. Upun RAS activation, CNK’s N-terminal
domaitts would then intearale RAS signais and thus
convert CNK mb a positive regtmiator cf signai transmis—
ston (Figure 7M. As CNK’s opposite action appcars tu
augment the sigmtal—to—nctise ratio of the RA.S!MAPK
module (Figure 6C). il might contrihule lu switch—like
activation of the pathwav Ferreli. 1998). Aitensati ely.
CNK’s ttegative effeet might have u sitniiur role te RKIP. u
reeently dcscribed RAF inhibitor (Yeung et aL. 1999).
Nansely. it rnight work as u heostat tu lineiy adjust thc
amotmnt of Is1EK moiecules uctisatcd hs RAF tu satisfy
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Supplementarv Figure t. Fine mapping of the RAF-Inhïbitorv Region (RIR) on CNK
(A) 52 celis were transfected with the indicated combinations of haMAPK (0.3 jie), haRAS 2 (t). 125
jie). FL and NT construets (0.1 to 0.6 tg). R narrow down further the RIR C—terminai border. live
additional C-terminal truncations within the 1059—1271 region were tested (Figure 2A). This
positioned the C—terminal border within n 23 aminc) acid stretch (position 1077 and 1100: compare
macs 7 and 8).
(B) 52 cells ere transfected with the indicated combinations ofhaMAPK tO.3 ToreRAFc (0.2
te). and CF constructs (0.1 to t).6 t).A sirnilar deiction study vas carried out as in (A) to Uclineate
the RIR N-terminal border, Six N-terminal truncations ofCT-CNK (Figure 2A) were co-cxpressed
along with activatcd RAF. instcad of RAS’’2. since Tor1°21RAFc is more potcnt than RASUI2 to
activate MÀPK. thus more sensitive to detect n release olmhibitiun, This plaeed thc RIR N—terminal
border hetween positions 1059 and 1077 (compare lanes 6 and 7),
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Supplementary Figure 2. Fjne mapping of the RAF-Interacting Motif (RIM) on CNK
(A) S2 ceils wcre transfectcd witb the indicated combinations 0f pvoRAF (0.7 jie). FL ami NT
constructs (1 tO 1.8 tg).
(B) S2 ceils were transfected with the indicated combinations ofpyoRAF (t).7 .tg) and CT constructs
(0.2 10 1.3 u). Note that the CNK!RAE interaction is sktnificantlv redueed. althow.ih not eliminated.
when sequences hetween positions 1022 and 1059 are remoued flancs 4 and 5), which sutgests that
this interval includes sequences important fbr stable CNKJRAF association. although they are not
essential for hindine.
